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OP XIV, 78, [38] str., 22 pregl., 17 sl., 15 pril., 193 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Pili tipa IV (PT4) so proteinski filamenti na površini nekaterih bakterij in arhej, ki 
sodelujejo v različnih procesih, med drugim so pri nekaterih bakterijah domnevno 
pomemben faktor pritrjanja na netopne substrate. V pričujoči študiji smo analizirali 
sekvence (osnutkov) genomov 118 taksonomsko raznolikih bakterijskih sevov, 
pretežno izoliranih iz prebavil (kot kontrolo smo vključili tudi nekaj sevov iz 
zunanjih ekosistemov), z namenom: (1) ugotoviti, ali lahko z »in silico« analizo 
nabora genov, ki kodirajo encime, aktivne na ogljikovih hidratih (CAZy), pravilno 
napovemo substratno specifičnost izbranih sevov, (2) ugotoviti, ali obstajajo 
povezave med nabori CAZy in prisotnostjo ter zgradbo (gruč) genov, ki domnevno 
kodirajo PT4a. Z algoritmom HMMer smo v osnutkih genomov izbranih sevov 
identificirali zapise za encime, ki so aktivni na ogljikovih hidratih (CAZy). Na 
osnovi števila domnevnih monospecifičnih CAZy smo napovedali sposobnost 
sevov za razgradnjo posameznega substrata. Da se nabor zapisov za CAZy 
dejansko odraža v substratni specifičnosti sevov, smo nato preverili (in potrdili) še 
eksperimentalno, z gojenjem 5 izbranih sevov.  V drugem delu smo z algoritmoma 
BLAST in HMMer identificirali gene, ki kodirajo komponente PT4a (gene pil), ter 
jih glede na arhitekturno ohranjenost in aminokislinska zaporedja ohranjenih genov 
razvrstili v podskupine. Analiza je pokazala dobro ohranjene genske gruče pil pri 
mnogih celulolitičnih bakterijah iz različnih habitatov, vendar pa je slednje najti 
tudi pri nekaterih sevih z drugačnimi napovedanimi specifičnostmi. 
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PY 2017  
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DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XIV, 78, [38]  p., 22 tab., 17 fig., 15 ann., 193 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Type IV pili (TFP) are surface filamentous proteins of some bacteria and archea. 
Among numerous different functions they presumably have an important role in 
binding to insoluble fiber. In the present study we analyzed (draft) genome 
sequences of 118 taxonomically diverse bacterial strains, mostly isolated from gut 
(and some other ecosystems to control for the effect of the environment). The aim 
of our study was to (1): determine whether »in silico« analysis of genes encoding 
Carbohydrate Active enZymes (CAZy) reflects in substrate specificity of the 
selected strains, and (2) determine possible connections among CAZy genes and 
presence (structure) of putative pil gene clusters. CAZy genes were identified by 
HMMer algorithm. The number of putative monospecific CAZy was used as an 
indicator for substrate specificity of the strains. As a “proof of concept”, we 
verified (and confirmed) that a set of CAZy genes does predict the substrate 
specificity of 5 selected strains. In the second part of the study pil genes were 
identified by HMMer and BLAST algorithms. Conserved pil gene clusters were 
divided into subgroups according to the architecture conservation and amino acid 
similarities between sequences of pil genes. The results have shown that most of the 
(confirmed) cellulolytic strains encoded conserved pil gene clusters. However, 
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Celuloza je odporni, hidrofobni, kiralni in vlaknasti naravni polimer. Je primarni produkt 
fotosinteze in gradnik rastlinskih celičnih sten. Poleg tega jo najdemo tudi pri drugih 
organizmih, kot so glive, bakterije in morski organizmi (plaščarji). Razgradnja celuloze in 
encimi, ki le-to razgrajujejo, so pomembni v številnih panogah industrije: kozmetiki, 
prehranski industriji, tekstilstvu, medicini, energetiki, detergentih, papirništvu in čiščenju 
odpadnih voda. Celuloza je primerna alternativa za fosilna goriva, saj je biološko 
razgradljiva in hkrati obnovljivi vir energije. Ker je zelo odporna ter netopna v vodi in v 
večini organskih topil, je njena obdelava za nadaljnje izkoriščanje močno otežena (George, 
2015; Trache in sod., 2016).  
 
Sposobnost razgradnje kompleksnih ogljikovih hidratov, med drugim tudi celuloze, je 
odvisna od nabora in izražanja encimov, ki so aktivni na ogljikovih hidratih (CAZy) 
(Lombard in sod., 2014). Celulozo učinkovito razgrajujejo bakterije, ki proizvajajo encime 
za njeno razgradnjo. Encimska razgradnja celuloze do sladkornih komponent je tehnološko 
zahtevna in za večji izkoristek zahteva predobdelavo s toplotno-kemičnimi metodami 
(Beckham in sod., 2011). Celulolitični encimi so lahko del celulosomov ali pa so prosti. 
Poleg celulolitičnih encimov so za uspešno razgradnjo celuloze pomembne strukture, ki 
omogočijo vezavo nanjo (moduli za vezavo na celulozo na encimih in specializirani 
adhezijski proteini) (Beckham in sod., 2011; Vodovnik in sod., 2013). Nedavne raziskave 
so pokazale, da bi lahko imeli vlogo pri adheziji nekaterih bakterij na ta substrat tudi pili 
tipa 4 (PT4a). PT4a so obsežno raziskani pri Gram-negativnih bakterijah, a so jih nedavno 
odkrili tudi pri nekaterih Gram-pozitivnih bakterijah (Jun in sod., 2007; Rakotoarivonina in 
sod., 2005; Vodovnik in sod., 2013), pri katerih pa so njihove funkcije še slabo raziskane. 
Zelo malo je tudi znanega o razširjenosti PT4a pri bakterijah prebavil, čeprav nekatere 
študije nakazujejo, da bi lahko imeli pomembno vlogo pri razgradnji netopnih substratov. 
Geni, ki kodirajo proteine, udeležene v biogenezo PT4a, so pri do sedaj raziskanih 
bakterijah organizirani v gruče pil (Imam in sod., 2011).  
 
V magistrski nalogi bomo skušali odgovoriti na naslednja vprašanja:  
 
1. Kakšen je nabor zapisov za encime, ki razgrajujejo različne polisaharidne substrate, v 
genomih (izbranih) bakterij prebavil? 
 
2. Ali se ta odraža v substratni specifičnosti bakterijskih vrst in sevov? 
 
3. Katere bakterijske vrste/sevi prebavil imajo v osnutku genomov gene, ki kodirajo 
komponente PT4a (gene pil), in kakšna je zgradba genskih gruč pil? 
 
4. Ali obstajajo povezave med prisotnostjo in/ali sestavo genskih gruč pil ter profili 
genov, ki kodirajo encime za razgradnjo (poli)saharidov? 
 
5. Če obstaja povezava med substratno specifičnostjo sevov/vrst in zgradbo gruč PT4a: 
ali je s substratno specifičnostjo povezana zgradba PT4a značilna le za predstavnike 
prebavil, ali podobne vzorce lahko najdemo tudi pri predstavnikih drugih 
ekosistemov? 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPLOŠNI PODATKI O PILIH TIPA 4 
 
Pili tipa IV (PT4) so proteinski filamenti s premerom 5-8 nm, ki se nahajajo na površini 
nekaterih bakterij in arhej. Dolgi so nekaj mikrometrov (Alphonse in sod., 2010; Conrad, 
2012; Giltner in sod., 2012; Imam in sod., 2011; Maier in Wong, 2015). Posamezni pilus je 
sestavljen iz 500-1000 podenot oz. pilinov, ki imajo molekulsko maso (Mw) 7-20 kDa 
(Giltner in sod., 2012). PT4 so dobro preučeni pri Gram-negativnih bakterijah, a so jih 
nedavno odkrili tudi pri nekaterih Gram-pozitivnih bakterijah (Vodovnik in sod., 2013, 
(Rakotoarivonina in sod., 2005; Varga in sod., 2006; Wegmann in sod., 2013) in arhejah 
(Imam in sod., 2011; Stahl in sod., 2007).  
 
Pri Gram-negativnih bakterijah so ugotovili, da se pilini sintetizirajo kot prepilini, ki se 
pred biogenezo PT4 vstavijo v notranjo membrano. Čeprav so zelo raznoliki v 
aminokislinskih zaporedjih, imajo skupno značilno signalno zaporedje ((GAS)-
(ACFGILMNPQSTVWY)4-(DE)) (Giltner in sod., 2012; Stahl in sod., 2007, Imam in sod., 
2011), ki se na citoplazemski strani odreže z encimom aspartil proteazo oz. prepilin 
peptidazo. Pri tem iz prepilina nastane pilin. Pilini nato (po za enkrat še neraziskanem 
mehanizmu) iz notranje membrane polimerizirajo v pilus, ki se razteza preko zunanje 
membrane (Giltner in sod., 2012; Imam in sod., 2011). Pilus se podaljša s polimerizacijo, 
pri čemer se dodajo posamezni pilini in skrajša z depolimerizacijo, pri čemer se pilini 
odstranijo (Conrad, 2012; Giltner in sod., 2012; Maier in Wong, 2015). Pri tem procesu je 
potrebna je energija adenozin trifosfata (ATP), ki jo zagotovijo heksamerne ATPaze 
(Conrad, 2012; Maier in Wong, 2015).  
 
Pilini Gram-negativnih bakterij se delijo v dve skupini: PT4a in PT4b. Skupini se ločita po 
dolžini in zaporedju signalnih peptidov. Signalni peptidi PT4a so običajno kratki (6-7 
aminokislin), medtem ko so pri PT4b daljši (15-30 aminokislin). Ločita se tudi po 
strukturnih komponentah in funkcijah (Ayers in sod., 2010; Giltner in sod., 2012). PT4a 
omogočajo premikanje in adhezijo, medtem ko PT4b premikanja ne omogočajo, saj jim 
običajno manjka ključna komponenta za depolimerizacijo pilusa (ATPaza PilT) in nekatere 
druge homologne komponente (PilMNOP) (Giltner in sod. 2012). Pili Tad (pili močne 
adhezije, angl. Tight adherence pili; tudi Flp, fimbrijski proteini z nizko molekulsko maso, 
angl. Fimbrial low-molecular weight proteins) so krajši PT4 iz skupine PT4b (50-80 
aminokislin), ki so razširjeni med Gram-negativnimi, Gram-pozitivnimi bakterijami in 
arhejami (Xu in sod., 2013).  
Sekrecijski sistem tipa II (T2S) Gram-negativnih bakterij, PT4 Gram-negativnih in Gram-
pozitivnih bakterij, arhejski flageli ter transformacijski sistem Gram-pozitivnih bakterij 
imajo določene homologne komponente (slika 1), in sicer: (pseudo)piline, 
transmembranske proteine, prepilin peptidaze in citoplazemske ATPaze (Korotkov in sod., 
2012; Peabody in sod., 2003). Za delovanje T2S je potrebna prisotnost strukture, 
imenovane pseudopilus, ki je zgrajena iz pilinov (Alphonse in sod., 2010; Giltner in sod., 
2012; Korotkov in sod., 2012). PT4 so pomembni za premikanje in adhezijo, T2S pa za 
izločanje zunajceličnih proteinov. Neenotna nomenklatura pri homolognih proteinih 
različnih predstavnikov T2S in PT4 predstavlja velik izziv. Pri PT4 je problematična 
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predvsem identifikacija pilinov, ki so specifični za PT4 in nimajo homologov pri T2S 
(Ayers in sod., 2010). V prilogi A so zbrana poimenovanja posameznih pilinov pri 




Slika 1: Strukturne komponente sistemov s homolognimi elementi: sekrecijski sistem tipa 2 (T2S) Gram-
negativnih bakterij, pili tipa IV (PT4) Gram-negativnih bakterij, arhejski flagel in transformacijski sistem 
Gram-pozitivnih bakterij. Homologni elementi med različnimi sistemi so: (pseudo)pilin, transmembranski 
proteini, prepilin peptidaze in citoplazemske ATPaze. NM - notranja membrana, ZM - zunanja membrana 
(Korotkov in sod., 2012). 
2.2 VLOGE PT4 
 
PT4a imajo različne fiziološke vloge. Omogočajo premikanje s polzenjem (angl. gliding 
motility), pednjanjem (angl. walk) (Conrad, 2012; Maier in Wong, 2015) in potezanjem 
(trzajoče gibanje, angl. twitching motility), adhezijo na površino, tvorbo mikrokolonij in 
biofilmov, privzem DNK iz okolja (kompetenco) (Vodovnik in sod., 2013; Giltner in sod. 
2012; Maier in Wong 2015), konjugacijo ter so pomemben dejavnik pri patogenezi (Imam 
in sod. 2011; Maier in Wong 2015). Raziskave kažejo, da imajo PT4a pri nekaterih 
bakterijah domnevno lahko tudi vlogo pritrjanja na celulozo: Ruminococcus albus 8 
(Rakotoarivonina in sod., 2005), Firobacter succinogenes S85 (Jun in sod., 2007; Burnet in 
sod., 2015) in Ruminococcus flavefaciens 007C (Vodovnik in sod., 2013).  
2.3 SESTAVA IN STRUKTURA PT4  
 
Do sedaj preučeni pilini PT4a Gram-negativnih bakterij imajo hidrofoben, metiliran N-
konec (α-heliks), ki ga sestavljata dve poddomeni: α1-N in α1-C. Hidrofobna, 
transmembranska poddomena α1-N štrli iz C-konca, ki je hidrofilen in globularen (β-list). 
Poddomena α1-C je vstavljena v C-konec in je amfifilna. Pri večini pilinov dva cisteina v 
C-koncu tvorita disulfidno vez (variabilna regija D). N-konec in C-konec povezuje αβ-
zanka (Alphonse in sod., 2010; Giltner in sod., 2012; Craig in Li, 2008). Shematska 
struktura pilina PilE Neisseria gonorrhoeae je prikazana na sliki 2a, struktura pilov N. 










Sekrecijski sistem tipa 2 Pil tipa IV Arhejski flagel Transformacijski sistem 
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a.    b.  
Slika 2: a. Struktura pilina PilE pri bakteriji Neisseria gonorrhoeae. PilE spada v skupino PT4a. PT4a imajo 
ohranjen N-končni α-heliks (turkizna), povezan na β-list (siva) z αβ-zanko (vijolična). α-heliks sestavljata 
dve poddomeni: α1-N in α1-C. Dva cisteina se na C-koncu povežeta v disulfidno vez in s tem oblikujeta D-
regijo (modra) (Giltner in sod., 2012). b. Pili pri bakteriji N. gonorrhoeae (TEM) so tanki, dolgi več kot 1 µm 
in razporejeni po celotni površini celice (Craig in sod., 2006). 
2.3.1 PT4 Gram-negativnih bakterij 
 
Biogeneza PT4a je obsežno raziskana pri Gram-negativnih bakterijah. PT4a so pri teh 
sestavljeni iz evolucijsko ohranjenih proteinov, katerih genski zapisi so pogosto 
organizirani v gensko gručo pil (Imam in sod., 2011). Glavna gradbena podenota, ki 
sestavlja pilus, je pilin PilE/A. Pri biogenezi PT4a sodelujejo številni proteini, in sicer: (1) 
PilD, prepilin peptidaza, ki reže signalno zaporedje,  (2) PilF/B, ATPaza, ki katalizira 
polimerizacijo pilinov (sestavljanje PT4a), (3) PilT, ATPaza, ki katalizira depolimerizacijo 
pilinov (PT4a), (4) PilG/C, strukturni membranski protein, ki predstavlja bazo za ostale 
proteine, (5) citoplazemski protein PilM, (6) periplazemski kompleks PilNOP, ki je 
povezan z notranjo membrano, (7) sekretin PilQ, ki manjka pri Gram-pozitivnih bakterijah  
(Giltner in sod., 2012) in (8) TsaP, protein, ki pri Gram-negativnih bakterijah pripenja 
sekretin v peptidoglikansko plast (Siewering in sod., 2014). Natančni mehanizem, kako 
posamezne komponente sodelujejo pri biogenezi PT4a, še ni znan. Nomenklatura za PT4a 
v opisanem modelu in v nadaljevanju pričujočega dela je skladna z uporabljeno pri vrstah 
Pseudomonas aeruginosa/N. gonorrhoeae (Imam in sod., 2011; Maier in Wong, 2015; 
Varga in sod., 2008). Trenutni model PT4a pri P. aeruginosa/N. gonorrhoeae je prikazan 
na sliki 3.  
D-regija 
αβ-zanka 
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Slika 3: Trenutni model pilov tipa IV (PT4a) Gram-negativnih bakterij. Nomenklatura za proteine Pil je 
skladna s tisto pri bakterijah Pseudomonas aeruginosa/Neisseria gonorrhoeae. Pilus se razteza preko zunanje 
membrane. Dolžina pilusa je dinamična in se spreminja s polimerizacijo in depolimerizacijo pilinov PilE/A, 
za kar je potreba energija ATP (PilF/B in PilT). PilQ je sekretin v zunanji membrani, kompleks PilNOP je 
umeščen v periplazmi, PilG/C je proteinska baza v notranji membrani, TsaP je protein, ki pripenja sekretin v 
peptidoglikansko plast in PilM je citoplazemski protein. ZM - zunanja membrana, NM - notranja membrana 
(Maier in Wong, 2015). 
2.3.2 PT4 Gram-pozitivnih bakterij 
 
Pri Gram-pozitivnih bakterijah so bili PT4 odkriti kasneje, njihova razširjenost in funkcije 
pa so še relativno slabo preučene.  
 
Bakterija Ruminococcus flavefaciens je prisotna v prebavilih rastlinojedih sesalcev 
(Schleifer, 2009) in ima pomembno vlogo pri razgrajevanju vlaknin. Vodovnik in sod. 
(2013) so dokazali prisotnost PT4a pri R. flavefaciens 007C. 
 
 
Slika 4: Genska gruča pil pri Ruminococcus flavefaciens 007C. Sestavljena je iz genov: pulF (gen za protein 
z domeno F sekrecijskega sistema tipa II), pilM (gen za citoplazemski protein), pil1, pil2, pilD (gen za 
prepilin peptidazo), pilB (gen za ATPazo), pilT (gen za ATPazo), pil3 in pil4  (Vodovnik in sod., 2013). 
Gensko gručo pil pri R. flavefaciens 007C (slika 4) sestavljajo naslednji geni (Vodovnik in 
sod., 2013): (1) pilT, (2) pilB, (3) pilD, (4) pilM, (5) pulF (produkt gena ima domeno F 
sekrecijskega sistema tipa II), (6) pil4 (produkt gena ima prepilinsko N-končno zaporedje 
in metilacijsko domeno), (7) pil1 in (8) pil2 (produkt gena ima pseudopilinsko domeno 
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R. albus 8, ki se veže na celulozo, in 43 % identičnih aminokislin kot protein GP25 seva R. 
albus 20). Ekspresija proteinov PT4a je inducirana z rastjo na kristalinični celulozi. 
Adhezijo R. flavefaciens na kristalinično celulozo domnevno omogoča več adhezijskih 
faktorjev: PT4a, CttA in vezavni moduli za ogljikove hidrate (CBM) (Vodovnik in sod., 
2013). Ta bakterijska vrsta sicer za razgradnjo celuloze uporablja celulosome in proste 
(hemi)celulaze, med katerimi so prevladujoči encimi, ki spadajo v družine glikozid 
hidrolaz GH48, GH9, GH44 (Ben David in sod., 2015; Schoeler in sod., 2014; Vodovnik 
in sod., 2013; Voronov-Goldman in sod., 2014). 
 
Ruminococcus albus (seva 8 in 20) izraža proteine homologne pilinom PT4a, ki so 
domnevno pomembni za vezavo na celulozo. Rakotoarivonina in sod. (2005) so pri R. 
albus identificirali gena pilA1 in pilA2. Pokazali so, da je ekspresija pilina PilA1 ob rasti 
na celulozi večja kot ekspresija pilina PilA2. Vloga pilina PilA2 je domnevno v sintezi in 
sestavljanju PT4a, a ne sodeluje pri pritrjanju bakterije na celulozo. PilA1 pa je domnevno 
pomemben za vezavo na celulozo, saj so dokazali, da se pritrja na ta substrat 
(Rakotoarivonina in sod. 2005). 
 
V genomu Clostridium perfringens 13 so identificirali tri lokuse, ki domnevno kodirajo 
proteine, sodelujoče pri biogenezi PT4a: (1) pilT, (2) genska gruča s štirimi geni: pilBC in 
dvema genoma, ki kodirata proteina neznane funkcije, (3) 12-14 genov, ki tvorijo dve 
potencialni transkripcijski enoti: pilA1 in velika genska gruča, ki se začne s pilD, navzdol 
sledi druga kopija pilBC in pilA2, pilMNO in trije geni, ki kodirajo proteine z neznanimi 
funkcijami, a ohranjenimi domenami, ki so homologne PilV, PulG in PilW. Ni gena pilQ, 
ki pri Gram-negativnih bakterijah kodira sekretin v zunanji membrani (Varga in sod., 
2006). Pili C. perfringens so tanki 5-7 nm in dolgi 200-300 nm. So gladki in pokrivajo 
celotno površino celice (Varga in sod., 2006). Na sliki 5 je prikazana razporeditev 
homologov genov pil v kromosomih sevov C. perfringens. 
 
 
Slika 5: Razporeditev homologov genov pil v kromosomih sevov Clostridium perfringens. Sevi: 13, SM101 
in ATCC 13124. A: pilT, B: pilB  in pilC, C: velika genska gruča pil pri treh različnih sevih C. perfringens. A 
in B je identičen pri vseh treh sevih (Varga in sod., 2006). 
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Z »in silico« analizo genoma so pri Ruminococcus biciruculans 80/3 na kromosomu I 
identificirali lokus pilA1-pilA2, ki najverjetneje kodira pilina PT4a. Na kromosomu II pa 
ima zapisa za pilC in pilM, katerima sledijo 4 geni, ki domnevno kodirajo strukturne 
proteine PT4a. Navzdol so prisotni geni pilD (gen za prepilin peptidazo), pilB in pilT (gen 
za ATPazi) (Wegmann in sod., 2013). 
 
»In silico« analiza genoma Bifidobacterium adolescentis 22l je pokazala prisotnost genske 
gruče tad, ki jo sestavlja 6 genov. Ti kodirajo proteine, ki so domnevno udeleženi pri 
biogenezi PT4b. To je prva odkrita genska gruča pil v deblu Bifidobacterium. Geni imajo 
visoko stopnjo podobnosti (25-56 %) z geni pil pri bakterijah iz debla Firmicutes 
(Cellulomonas fimi ATCC 484, Clostridium difficile 630 in C. perfringens ATCC 13124) 
(Duranti in sod., 2014). 
2.4 ENCIMI, KI SO AKTIVNI NA OGLJIKOVIH HIDRATIH (angl. CAZy, 
Carbohydrate Active enZymes) 
 
Za razgradnjo polisaharidov so potrebni encimi, ki so aktivni na ogljikovih hidratih 
(CAZy). Bakterije v prebavilih sesalcev izražajo različne CAZy ter tako razgrajujejo 
različne (kompleksne) polisaharide, kot so npr.: celuloza, pektin, fruktooligosaharidi, 
galaktooligosaharidi, dekstrini in odporni škrob (Hamaker in Tuncil, 2014). Odporni škrob 
je tisti del prehranskega škroba, ki se ne razgradi z encimi monogastričnih živali (oz. ljudi), 
in je zato na voljo za razgradnjo bakterijam v debelem črevesju (Flint in sod., 2008).  
 
Rastlinska celična stena je sestavljena iz celuloznih fibril in matriksa iz hemiceluloze 
(arabinoksilan, ksiloglukan, glukomanan, galaktomanan in β-glukan) ter pektina (arabinan, 
pektingalaktan, arabinogalaktan, homogalakturonan in ramnogalakturonan) (Hamaker in 
Tuncil, 2014). V sekundarni celični steni je prisoten lignin (Flint in sod., 2012). Celuloza 
je sestavljena iz glukoznih enot, povezanih z β-1,4 glikozidnimi vezmi (Sadhu in Maiti, 
2013). Posamezne glukozne verige so povezane z velikim številom hidrofobnih in 
vodikovih vezi, kar otežuje njeno razgradnjo (Beckham in sod., 2011). Celulozo 
razgrajujejo encimi endoglukanaze in eksoglukanaze (celobiohidrolaze, celodekstrinaze), v 
končne faze razgradnje in privzem v mikrobne celice pa so vključeni tudi encimi celobioza 
fosforilaza, dekstrin fosforilaza in celobioza epimeraza. Ti encimi, ki jih proizvajajo 
nekatere bakterije in glive, se lahko uporabijo v številnih industrijskih aplikacijah: tekstilni 
industriji, industriji detergentov, prehranski industriji, papirni industriji in energetski 
industriji (Sadhu in Maiti, 2013). β-glukani so sestavljeni iz polimernih verig glukoznih 
enot, povezanih z β-1,4 in β-1,3 glikozidnimi vezmi. So komponenta rastlinske celične 
stene in s tem del prehrane ljudi in živali (Petersen in sod., 2013).  
 
Na spletu je prosto dostopna baza podatkov CAZy, v kateri so zbrani podatki o vseh 
trenutno znanih encimih, ki so aktivni na ogljikovih hidratih. Glede na mehanizem 
delovanja jih razvrščamo med glikozid hidrolaze (GH), polisaharid liaze (PL), 
ogljikohidrat esteraze (CE), encime s pomožnimi aktivnostmi (angl. Auxiliary 
Activities (AA)) in glikoziltransferaze (GT)) (http://www.cazy.org/)  (Lombard in sod., 
2014). GH cepijo glikozidno vez s hidratacijo. PL delujejo z β-eliminacijo in razgrajujejo 
kisle sladkorje (Hamaker in Tuncil, 2014). CE odstranjujejo substituente iz glikanskih 
verig in so s tem v pomoč GH in PL. GT katalizirajo nastanek kompleksnih ogljikovih 
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hidratov iz aktiviranih monosaharidov in ne sodelujejo pri razgradnji ogljikovih hidratov, 
temveč njihovi sintezi (El Kaoutari in sod., 2013). V družine so nato encimi razporejeni 
glede na podobnost aminokislinskih zaporedij oz. strukturnih značilnosti (Fendri in sod., 
2009; Lombard in sod., 2014). Trenutno je dostopnih 145 družin GH, 103 GT, 27 PL, 16 
CE, 13 AA in 81 CBM. Geni, ki kodirajo posamezne CAZy so anotirani znotraj genomov 
številnih bakterij, evkariontov, arhej in virusov (Lombard in sod., 2014). 
 
Razgradnja kompleksnih ogljikovih hidratov zahteva sodelovanje številnih encimov, ki so 
pogosto kodirani v multigenskih lokusih PUL (angl. Polysaccharide Utilization Loci). Izraz 
je bil prvič uporabljen pri bakterijah iz debla Bacteroidetes (El Kaoutari in sod., 2013). 
Horizontalni prenosi genskih zapisov za CAZy med: (1) bakterijami prebavil ter (2) 
bakterijami prebavil in bakterijami iz drugih ekosistemov, ki so se pojavili v prebavilih, so 
domnevno igrali pomembno vlogo pri oblikovanju substratne specifičnosti bakterij 
prebavil. Pri bakterijah prebavil iz debla Bacteroidetes so s filogenetskimi analizami 
ugotovili, da 5,5 % genov ne izvira iz bakterij prebavil, temveč iz bakterij, ki naseljujejo 
druge ekosisteme. To velja predvsem za GT (Flint in sod., 2012). 
 
Kompleksni polisaharidi so raznoliki, a imajo nekatere ohranjene lastnosti, npr. orientacija 
glikozidnih vezi in prisotnost v rastlinski celični steni, zato lahko številni CAZy iz istih 
družin razgrajujejo več različnih substratov (El Kaoutari in sod., 2013). Encimi s katalitsko 
domeno GH9 imajo tako lahko več različnih aktivnosti: endoglukanazno, endo-β-1,3(4)-
glukanazno/lihenazno-laminarinazno, β-glukozidazno, lihenazno/endo-β-1,3-1,4-
glukanazno, ekso-β-1,4-glukanazno/celodekstrinazno, celobiohidrolazno, ksiloglukan-
endo-β-1,4-glukanazno/endo-ksiloglukanazno in ekso-β-glukozaminidazno. Za ustrezno 
napoved razgrajevanja specifičnih substratov je tako potrebno preučiti prisotnost zapisov 
za monospecifične CAZy, torej tiste, ki razgrajujejo le en substrat, pa tudi tiste, ki so 
vpleteni v razgradnjo določenega substrata, a niso nujno monospecifični (Lombard in sod., 
2014). V prilogi B je prikazana razgradnja pogostih ogljikovih hidratov s CAZy. V prilogi 
C pa so opisani CAZy, ki razgrajujejo najpogostejše kompleksne polisaharide, in njihove 
ključne aktivnosti.  
2.5 RAZGRADNJA OGLJIKOVIH HIDRATOV V PREBAVILIH LJUDI IN 
PREŽVEKOVALCEV 
 
Sposobnost razgradnje kompleksnih ogljikovih hidratov je ključna za preživetje 
mikroorganizmov (mikrobiote) v prebavilih ljudi in drugih živali (El Kaoutari in sod., 
2013). Bakterije v prebavilih sesalcev imajo precej večji repertoar CAZy kot njihovi 
gostitelji (Flint in sod., 2012). Odnos med bakterijami in njihovimi gostitelji je 
mutualističen: bakterije v prebavilih rastlinojedih živali dobijo življenjski prostor in vir 
energije, gostitelji pa lahko izkoristijo proizvedene kratkoverižne maščobne kisline, ki 
nastajajo med fermentacijo (Ley in sod., 2008). Ljudje iz te simbioze sicer pridobijo le 
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2.5.1 Razgradnja ogljikovih hidratov pri ljudeh 
 
Ljudje uživamo različne polisaharide, večinoma v obliki rastlinskega materiala, pa tudi 
živalsko vezivno tkivo, prehranske dodatke in celo različne produkte mikroorganizmov 
(npr. ksantan, gelan, polulan, dekstran, alginat in kurdlan (Ramalingam in sod., 2014)) ter 
gliv (β-glukani, hitin, heteropolisaharidi (Kozarski in sod., 2012)). Sposobnosti razgradnje 
ogljikovih hidratov pri ljudeh so zelo omejene, saj v genomu človek namreč nosi le zapise 
za encime, ki razgrajujejo škrob, laktozo in saharozo (Martens in sod., 2015).  
 
Mikrobioto človeškega debelega črevesja večinsko sestavljajo predstavniki bakterijskih 
debel Bacteroidetes, Firmicutes in Actinobacteria (Chassard in sod., 2012; Flint in sod., 
2012), prisotni so tudi predstavniki iz debel Proteobacteria ter Verrucomicrobia (Martens 
in sod., 2015; Wegmann in sod., 2013). Na sliki 6 so prikazane najštevilčnejše bakterijske 
vrste v vampu prežvekovalcev in debelem črevesju človeka. 
 
 
Slika 6: Bakterijske vrste, ki razgrajujejo kompleksne polisaharide v prebavilih prežvekovalcev in človeka. 
Glavni lokaciji razgradnje kompleksnih polisaharidov, kjer je gostota bakterij največja, sta vamp pri 
prežvekovalcih in debelo črevo pri človeku. Vrste bakterij, ki so značilne za vamp in debelo črevo, so naštete 
ob slikah. V oklepajih so pripisani substrati, ki jih vrsta lahko razgrajuje. C - celuloza, I - inulin, S - škrob, X 
- ksilan (Flint in sod., 2008). 
Rozman V. Karakterizacija substratne specifičnosti in pilov tipa IV pri bakterijah prebavil.  




2.5.2 Razgradnja ogljikovih hidratov pri prežvekovalcih 
 
Prehrana prežvekovalcev sestoji iz kompleksnih rastlinskih polisaharidov, a v genomu 
večinoma nimajo zapisov za encime, ki le-te razgrajujejo. V vampu so prisotne 
simbiontske bakterije, ki te zapise imajo, in lahko kompleksne polisaharide učinkovito 
razgradijo. V vampu so prisotni evkariontski mikroorganizmi (anaerobne glive in 
protozoji), bakterije in metanogene arheje. Več kot 90 % bakterij v vampu spada v debli 
Firmicutes in Bacteroidetes (Flint in sod., 2008). Večinoma so iz rodov Prevotella, 
Butyrivibrio, Ruminococcus in Fibrobacter pa tudi neidentificirane bakterije iz družin 
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroidales in Clostridiales (Henderson in sod., 
2015). Celulolitične bakterije v vampu prežvekovalcev sestavljajo okvirno le 0,3 % 
mikrobiote, a so kljub nizki številčnosti bistvenega pomena za razgradnjo rastlinske 
biomase (Brulc in sod., 2011).  
2.6 SUBSTRATNA SPECIFIČNOST BAKTERIJ IZ PREBAVIL LJUDI IN 
PREŽVEKOVALCEV 
 
Bakterije so glede na razgradnjo substratov lahko specialisti (razgrajujejo le določen 
substrat) ali generalisti (razgrajujejo več različnih substratov) (Hamaker in Tuncil, 2014).  
2.6.1 Bakterije, ki razgrajujejo celulozo 
 
Mikroorganizmi lahko razgrajujejo celulozo z encimi, ki so vezani v multiencimski 
kompleks (celulosom, značilen le za nekatere anaerobne bakterije) ali s prostimi encimi 
(glive, aerobne bakterije). Nekateri mikroorganizmi uporabljajo oba sistema (Xu in sod. in 
sod., 2016). Glavne bakterije, ki v prebavilih prežvekovalcev razgrajujejo celulozo, so: 
Ruminococcus sp. (Ben David in sod., 2015; Chassard in sod., 2012; Christopherson in 
sod., 2014; Schleifer, 2009; Wegmann in sod., 2013; Ze in sod., 2012), Fibrobacter 
succinogenes, Fibrobacter intestinalis (Burnet in sod., 2015; Christopherson in sod., 2014; 
Suen in sod., 2011) in Eubacterium cellulosolves (Flint in sod., 2008). Bolje raziskane 
vrste iz drugih ekosistemov, ki celulozo dobro razgrajujejo so Bacteroides cellulosolvens 
(Fendri in sod., 2009; Flint in sod., 2012), Ruminiclostridium thermocellum (Deng in sod., 
2015; Dumitrache in sod., 2013; Feinberg in sod., 2011; Raman in sod., 2011; Xu in sod. 
in sod., 2016), Acetivibrio cellulolyticus (Dassa in sod., 2012; Hamberg in sod., 2014) in 
Clostridium cellulolyticum (Schleifer, 2009).  
 
Rod Ruminococcus spada v deblo Firmicutes. Njegovi predstavniki so prisotni tako v 
prebavilih prežvekovalcev kot ljudi (Chassard in sod., 2012; Christopherson in sod., 2014; 
Flint in sod., 2008). Vrsti R. flavefaciens (Rincon in sod., 2010; Voronov-Goldman in sod., 
2014) in R. albus (Christopherson in sod., 2014) sta najbolje preučeni celulolitični vrsti, 
izolirani iz vampa prežvekovalcev. Ruminococcus champanellensis je edina do sedaj 
odkrita bakterijska vrsta, ki v človeškem debelem črevesju lahko razgrajuje 
mikrokristalinično celulozo (Chassard in sod., 2012; Flint in sod., 2012). V preglednici 1 
so prikazani iz literature zbrani podatki o zmožnosti razgrajevanja posameznih oblik 
celuloze različnih sevov bakterij rodu Ruminococcus.  
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Preglednica 1: Sposobnost razgradnje različnih oblik celuloze bolje proučenih vrst in sevov rodu 
Ruminococcus, kot jih navaja literatura. 1: Avicel, 2: filter papir, 3: CMC (karboksimetil celuloza), 4: alfa-
alfa, 5: vlakna iz odplak, pšenična slama, Poa pratensis in silaža koruze. Tem - sev to obliko celulozo 
razgrajuje, svet - sev te oblike celuloze ne razgrajuje, be a - v literaturi nismo našli podatkov o razgrajevanju 
te oblike celuloze. 
Sev/oblika celuloze 1 2 3 4 5 Viri 
R. albus 7           Christopherson in sod., 2014; Pavlostathis in sod., 1988 
R. albus 8 
          
Devillard in sod., 2004; Iakiviak in sod., 2016; Stack in 
sod., 1983 
R. albus SY3            Miron in sod., 1998; Wood in sod., 1982 
R. bicirculans 80/3            Wegmann in sod., 2013 
R. flavefaciens FD-1  
          
Miller in sod., 2009; Rasmussen in sod., 1988; Shi in 
Weimer, 1992 
R. flavefaciens ATCC 19208            Latham in sod., 1978; Collings in Yokoyama, 1980 
R. flavefaciens 17            Gardner in sod., 1987; Rinco in sod., 2004 
R. flavefaciens 007c            Vodovnik in sod., 2013 
R. champanellensis 18P13  
          
Chassard in sod., 2012; Flint in sod., 2012; Moraïs in sod., 
2015 
2.6.2 Deblo Firmicutes 
 
Znotraj debla Firmicutes sta v debelem črevesu človeka najštevilčnejši družini 
Lachnospiraceae in Ruminococcaceae (Flint in sod., 2012). Za Ruminococcus bromii v 
prebavilih ljudi so dokazali, da razgrajuje odporni škrob (Abell in sod., 2008; Flint in sod., 
2008; Ze in sod., 2012). Znotraj družine Lachnospiraceae imajo zmožnost hidrolize škroba 
tudi vrste iz rodu Roseburia in Eubacterium (Aminov in sod., 2006; Ramsay in sod., 2006; 
Scott in sod., 2011). Ksilan dokazano razgrajuje Roseburia intestinalis (Duncan in sod., 
2002). Faecalibacterium prausnitzii in Eubacterium eligens po podatkih iz literature lahko 
razgrajujeta pektin (Lopez-Siles in sod., 2012; Ramirez-Farias in sod., 2009).  
 
V vampu prežvekovalcev je prisotna vrsta Butyrivibio fibrisolvens, ki razgrajuje škrob 
(Flint in sod., 2008) in ksilan (Hespell in sod., 1987; Mannarelli in sod., 1990). 
2.6.3 Deblo Bacteroidetes 
 
V človeški prebavilih so bakterije iz debla Bacteroidetes zmožne razgradnje raznolikih 
rastlinskih polisaharidov (Cockburn in Koropatkin., 2016; Duranti in sod., 2014; 
Sonnenburg in sod., 2011; Krieg in sod., 2007; Lopez-Siles in sod., 2012; Ramsay in sod., 
2006; Rogers in sod., 2013; Ze in sod., 2012). Bacteroides ovatus, Bacteroides 
thetaiotaomicron (Martens in sod., 2015; Martens in sod., 2011) in Bacteroides uniformis 
dokazano razgrajujejo širok nabor polisaharidov, zato so dominantne vrste v debelem 
črevesju človeka (Flint in sod., 2012). Med dokazane ksilanolitične vrste uvrščamo 
Bacteroides intestinalis, B. ovatus, Bacteroides dorei, Bacteroides cellulosilyticus in 
Bacteroides xylanisolvens (Flint in sod., 2012).  
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V vampu prežvekovalcev sta iz debla Bacteroidetes dominantni vrsti Prevotella ruminicola 
in Prevotella bryantii, ki dokazano razgrajujeta škrob in ksilan (Dodd in sod., 2009; Flint 
in sod., 2008). 
2.6.4 Deblo Bifidobacterium 
 
Rod Bifidobacterium spada v deblo Actinobacteria. Ima več kot 45 vrst, ki so običajno 
prisotne v prebavilih živali (Gwiazdowska in sod., 2015). B. adolescentis v človeškem 
debelem črevesju dokazano razgrajuje odporni škrob (Duranti in sod., 2014; Goodfellow, 
2012; Killer in sod., 2013). 
2.7 IZBOR BAKTERIJSKIH VRST/SEVOV ZA BIOINFORMATSKO ANALIZO 
 
Za izbrane bakterije prebavil in nekaterih zunanjih ekosistemov smo s pregledom literature 
zbrali podatke o prisotnosti celulosomov, premikanju, prisotnosti PT4, substratni 
specifičnosti in končnih produktih fermentacije (priloga D). Vsi ti podatki so služili za 
prvo oceno dejavnikov, ki bi lahko bili povezani s prisotnostjo in funkcijo PT4 pri 
omenjenih bakterijah. Kot najobetavnejši potencialni dejavnik se je pokazala substratna 
specifičnost sevov, zato smo se v nadaljevanju osredotočili predvsem na povezave med 
nabori CAZy in PT4. 
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3 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Namen magistrske naloge je bil preučiti razširjenost in organiziranost genov, ki so 
domnevno vpleteni v biogenezo pilinskih struktur (PT4a), in njihovih homologov v 
osnutkih genomov bakterij, izoliranih iz sesalskih prebavil, ter analizirati substratno 
specifičnost izbranih sevov. V pričujoči študiji smo se osredotočili na predstavnike debel 
Bacteroidetes, Firmicutes in Actinobacteria. Da bi lahko zanesljiveje preverili hipotezo o 
povezavi med PT4a in substratno specifičnostjo bakterij, smo kot kontrole (za preverjanje 
ohranjenosti vzorcev izven prebavil) analizirali še nekaj celulolitičnih vrst iz zunanjih 
ekosistemov (Clostridium cellulolyticum, Acetivibrio cellulolyticus in Ruminiclostridium 
thermocellum). 
 
Predpostavili smo, da: 
 se nabor zapisov za encime, ki razgrajujejo različne polisaharidne substrate, odraža 
v substratni specifičnosti (specializiranosti) bakterijskih sevov/vrst; 
 imajo nekatere Gram-pozitivne bakterije v genomu prisotne gene, ki kodirajo 
komponente PT4a; 
 obstajajo povezave med prisotnostjo in/ali sestavo genske gruče pil in profilom 
genov, ki kodirajo encime za razgradnjo (poli)saharidov; 
 bomo pri bakterijskih vrstah/sevih, ki razgrajujejo netopne substrate rastlinskih 
celičnih sten, v osnutkih genomov našli gene, ki kodirajo komponente PT4a; 
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4 MATERIAL IN METODE 
 
Slika 7: Shematski prikaz ključnih korakov magistrske naloge. CAZy - encimi, ki so aktivni na ogljikovih 
hidratih, PT4a - pili tipa IV iz skupine a, OD654 - optična gostota, merjena pri 654 nm, NCBI - National 
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4.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA 
4.1.1 Pridobivanje genomov za analize iz podatkovnih zbirk 
 
Bioinformatska analiza je potekala na šolskem računalniku z operacijskim sistemom 
Xubuntu in vsemi potrebnimi programi. Genome za analizo (118) smo pridobili iz 
podatkovne baze NCBI genome (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) v formatu 
GenBank (.gbk) (Benson in sod., 2013). Seznam bakterijskih vrst in sevov se nahaja v 
prilogi D. S programom ReadSeq (Gilbert, 2003) smo genome iz formata GenBank 
preoblikovali v format FASTA (.fasta/.fna). 
4.1.2 Preverjanje ustreznosti taksonomske uvrstitve izbranih bakterijskih 
vrst/sevov v bazi NCBI Taxonomy 
 
Ustreznost taksonomske uvrstitve izbranih bakterijskih vrst/sevov v bazi NCBI Taxonomy 
smo preverili s programom Jspecies (Richter in Rosselló-Móra, 2009; Rossello-Mora in 
Amann, 2015). Slednje je potrebno preveriti, saj je uvrščanje včasih potekalo na osnovi 
biokemijskih testov in ne na osnovi 16S rRNA, kot poteka danes (Rossello-Moora in 
Amann 2015), zato prihaja do neskladij.  
 
Za analizo z Jspecies so potrebni genomi v formatu FASTA. Znotraj rodov bakterij smo 
izvedli analizo regresije tetranukleotidnih podpisov (TETRA, angl. Tetranucleotide 
Signature Regression) in povprečne nukleotidne identičnosti (ANI, angl. Avarage 
Nucleotide Identity) (Richter in Rossello, 2009; Rossello-Mora in Amann, 2015). ANI se 
lahko izračuna po različnih algoritmih. ANIB uporablja algoritem BLAST (orodje za 
poravnavo zaporedij nukleotidov in proteinov, angl. Basic Local Alignment Search Tool 
(Camacho in sod., 2009)). Pri analizi ANIB se genomi najprej razrežejo na 1 kb dolga 
zaporedja in se parno primerjajo glede na tarčni genom. ANIM uporablja algoritem 
MUMmer (največje število edinstvenih parov, angl. Maximal Unique Matches). Je hitrejši, 
natančnejši in predhodno ne zahteva tvorbe 1 kb dolgih zaporedij. Uporablja učinkovite 
podatkovne strukture (drevesa s priponami, angl. suffix trees), da lahko izračuna koeficient 
primerjave. Rezultat je v obeh primerih (ANIB in ANIM) odstotek, ki pove, kakšna je 
povprečna identičnost nukleotidov skupnih odsekov DNA.  
 
Pri analizi TETRA gre za statistični izračun frekvenc tetranukleotidov, pri čemer ni 
potrebna poravnava genomov. Uporaba kodonov v genomu določa, kakšna je značilna 
frekvenca vsake od 256 kombinacij tetranukleotidov. Bolj sorodne bakterije imajo bolj 
podoben tetranukleotidni podpis. Program tetranukleotidna zaporedja parno primerja in 
uredi v regresijsko linijo. Če sta genoma sorodna, je linija jasna in brez odstopanj, v 
nasprotnem premeru pa je odstopanje v regresijski liniji večje. Rezultat je korelacijski 
indeks z razponom 0 do 1. Meja, nad katero dve bakteriji uvrščamo v isto vrsto, je 
arbitrarno določena pri vrednostih: TETRA>0,99 in ANI>95 %  (Richter in Rosselló-
Móra, 2009; Rossello-Mora in Amann, 2015). 
 
Umestitev bakterij v rodove smo preverili z analizo genskega markerja 16S rRNA. 
Zaporedje 16S rRNA smo pridobili s pregledovanjem genomov z orodjem Artemis (Carver 
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in sod., 2012), ki je prosto dostopen pregledovalnik genomov in anotacijsko orodje za 
vizualizacijo lastnosti zaporedij in podatkov nove generacije, hkrati pa omogoča prevod 
nukleotidnih v aminokislinska zaporedja (Carver in sod., 2012). Pri sevih, kjer 16S rRNA 
predhodno ni bila anotirana, smo jo predvideli s programom barrnap. Ta določi lokacijo 
ribosomskih genov rRNA bakterij (5S, 23S, 16S), arhej (5S, 5.8S, 23S, 16S), 
mitohondrijev (12S, 16S) in evkariontov (5S, 5.8S, 28S, 18S) (Seemann, 2013). Umestitev 
v rod smo izvedli v: (1) podatkovni bazi Silva (podatkovna baza visoko kvalitetnih 
ribosomskih RNA, angl. high quality ribosomal RNA databases) z orodjem SINA 
Alignment service, ki primerja tarčno 16S rRNA zaporedje z zaporedji 16S rRNA iz 
podatkovne baze (Ref NR database), ter hkrati prikaže taksonomsko uvrstitev po principu 
najbližjega skupnega prednika (LCA, angl. Lowest Common Ancestor) (Pruesse in sod., 
2012) in v (2) podatkovni bazi Ribosomal Database Project 
(RDP; http://rdp.cme.msu.edu/) z orodjem RDP classifier, ki poravna tarčno zaporedje 16S 
rRNA z modeli 16S rRNA z uporabo orodja Infernal aligner (Cole in sod., 2013; Nawrocki 
in Eddy, 2013). 
 
V primeru, da 16S rRNA nismo mogli identificirati s pregledovalnikom Artemis in s 
programom barrnap, ker podatka o zaporedju 16S rRNA ni bilo, ter bakterija ni pripadala 
isti vrsti kot katera izmed ostalih bakterij v analizi, smo rod preverili z drugima 
markerskima genoma: recA in dnaK. RecA je rekombinaza, ki ima vlogo pri rekombinaciji 
in procesih metabolizma DNK. DnaK je protein toplotnega šoka. Njegova vloga je kot 
šaperon pomagati pri zvijanju proteinov (Liu in sod., 2012). Nukleotidna zaporedja recA in 
dnaK smo pri izbranih bakterijah pridobili s pregledovanjem genoma z orodjem Artemis. 
Za vsak markerski gen posebej (recA in dnaK) smo s programom ClustalX (Thompson in 
sod., 1997) naredili poravnavo nukleotidnih zaporedij za izbrane bakterijske vrste/seve 
(najbolj sorodne bakterije iz projekta All-Species Living tree, ki predstavlja dendrogram 
vseh sekvenciranih, do sedaj klasificiranih vrst bakterij in arhej glede na 16S rRNA in 23S 
rRNA (Munoz in sod., 2011)). Nato smo v programu Seaview (grafični vmesnik za 
poravnavo več nukleotidnih zaporedij in orodje za molekularno filogenijo) (Gouy in sod., 
2010) rekonstruirali filogenijo teh genov, da smo videli, kam lahko neznano bakterijo 
glede na markerski gen uvrstimo. Za izgradnjo dendrogramov smo uporabili metodo 
Maximum likelihood s substitucijskim modelom HKY s ponovnim vzorčenjem (angl. 
bootstrap) in PhylMl. HKY je evolucijski model, ki predpostavi različne frekvence baz in 
loči med stopnjo tranzicij in transverzij (Hasegawa in Masami, 1989). PhylMl pa je 
program za rekonstrukcijo filogenije, ki temelji na metodi Maximum likelihood (Guindon 
in sod., 2010). Hkrati smo naredili analizo ANIB in TETRA (Jspecies) z istimi 
bakterijskimi vrstami kot analizo recA in dnaK. 
4.1.3 Določanje profilov zapisov za encime, ki so aktivni na ogljikovih hidratih 
(CAZy) 
 
Zapise za encime, ki so aktivni na ogljikovih hidratih (CAZy), in njihove vezavne domene 
smo v bakterijskih genomih poiskali s skriptom 'dbCanscan.sh' (priloga E), ki je napisan v 
programskem jeziku Unix shell. Z algoritmom HMMer (Finn in sod., 2015) smo 
identificirali zapise za GH, CE, PL, GT in domene dokerinov, kohezinov ter SLH 
(homologna domena plasti S, angl. S-layer Homology Domain).  
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Profile CAZy preučevanih bakterijskih vrst in sevov smo prikazali z različnimi programi v 
okolju R (The R Core Team, 2016): (1) analiza NMDS ali nemetrično večrazsežnostno 
lestvičenje, knjižnica Vegan (Oksanen in sod., 2016) (angl. Non-metric multidimensional 
scaling), (2) dendrogram PVClust ali metoda združevanja v skupke s p-vrednostmi preko 
večkratnega ponovnega vzorčenja (zankanja), knjižnica PVClust (Shimodaira, 2015) (angl. 
Hierarchical Clustering with P-Values via Multiscale Bootstrap Resampling) in (3) analiza 
Heatmap ali vročinska mapa, knjižnica gplots (Warnes in sod., 2016).  
 
NMDS ali nemetrično večrazsežnostno lestvičenje je metoda, ki omogoča vizualizacijo 
večrazsežnostnih podatkov v N-dimenzionalnem prostoru. Vsakemu podatku se določi 
koordinate v prostoru (Oksanen in sod., 2016). Analizo NMDS smo izvedli s sledečimi 
parametri: število osi n=2, število poskusov n=1000, matrika razdalj po metodi Manhattan 
in Bray-Curtis. Razdalja Manhattan (Li in Sawan, 2015) je razdalja med dvema točkama, 
ki se jo izmeri preko pravih kotov. V ravnini s točkama p1 s koordinatama (x1, y1) in p2 s 
koordinatama (x2, y2) je ta razdalja (M) izračunana po enačbi (Black, 2006; 
https://xlinux.nist.gov/dads/HTML/manhattanDistance.html, 10.2.2017) (1): 
 
     M =│ x1- x2│+ │ y1- y2│             … (1) 
 
Matrika razdalj po metodi Bray-Curtis (Bray in Curtis, 1957) se pogosto uporablja pri 
ekoloških študijah, predvsem ko gre za vzorce iz različnih lokacij, da lahko razliko med 
njimi kvantificiramo. Splošna formula (2) za izračun razdalje Bray-Curtis med vzorcema (i 
in i') iz različnih lokacij, kjer spremenljivki nij in ni'j pomenita vrednosti posameznih 
vzorčenj na različnih lokacijah, ni+ in ni'+ pa seštevek vrednosti vseh vzorčenj na 
posameznih lokacijah (Greenacre in Primicerio, 2013), je: 
 
       … (2) 
 
PVClust ali metoda združevanja v skupke s p-vrednostmi preko večkratnega ponovnega 
vzorčenja (zankanja) je metoda, ki izriše dendrogram z uporabo zankanja (angl. bootstrap 
resampling). Vsakemu skupku določi dve p-vrednosti, ki povesta verjetnost posameznega 
skupka: AU (približno objektivna p-vrednost, angl. Approximately Unbiased) in BP (p-
vrednost po zankanju, angl. Bootstrap Probability). Prva je bolj natančna kot druga, saj se 
jo izračuna preko večkratnega ponovnega vzorčenja (Shimodaira, 2015). Za analizo smo 
uporabili matriko razdalj po metodi Manhattan (Li in Sawan, 2015), metodo združevanja v 
skupke dendrograma UPGMA (netehtana metoda združevanja v pare z aritmetično sredino, 
angl. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean; Sokal in Michener, 1958) in 
število ponovnega vzorčenja n=10000. Pri UPGMA gre za preprosto metodo združevanja v 
skupke dendrograma iz matrike razdalj. Združevanje je zaporedno, pri čemer se najprej 
združita dva najbolj podobna skupka, nato se v padajočem vrstnem redu po podobnosti 
dodajo ostali skupki (Garcia-vallve in Romeu, 1995). 
 
Heatmap (Warnes in sod., 2016) ali vročinska mapa je točkovna barvna slika, ki ima na 
levem in/ali zgornjem robu dendrogram. Različni barvni odtenki predstavljajo različne 
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standardizirane vrednosti Z. Standardizirano vrednost Z  (Halliday in sod., 2010) se 
izračuna po formuli (3):  
 
Z = ((x-µ)/),                         … (3) 
 
kjer x pomeni vrednost posamezne spremenljivke,  standardni odklon in µ povprečje 
vrednosti spremenljivk. Za izris dendrograma smo uporabili matriko razdalj Manhattan in 
metodo združevanja v skupke dendrograma UPGMA. 
 
Rezultate smo preoblikovali in dopolnili v grafičnem programu InkScape 
(https://inkscape.org/en/). S pomočjo podatkovne baze CAZy (Lombard in sod., 2014) in s 
podatki iz znanstvene literature smo določili, katere družine CAZy so monospecifične in 
kateri CAZy so vpleteni v razgradnjo posameznih substratov. Monospecifični CAZy 
sodelujejo pri razgradnji le posameznega substrata in ne množice različnih substratov. Iz 
števila značilnih CAZy za posamezni substrat smo napovedali, ali le-tega posamezna 
bakterijska vrsta/sev domnevno razgrajuje ali ne.  
4.1.4 Identifikacija genov, ki kodirajo komponente PT4a (pilB, pilT, pilC, pilM, 
pilD), v genomih izbranih bakterijskih vrst/sevov 
 
Za iskanje genov, ki kodirajo različne proteine, sodelujoče pri biogenezi in sestavljanju 
PT4a (geni pil), smo uporabili skript 'kje_so_pili_tipa_4.sh' (priloga F). Napisan je v 
programskem jeziku Unix shell. Skript najprej združi zaporedja delov bakterijskih 
genomov (format GenBank) v enotno zaporedje in prevede nukleotidno v aminokislinsko 
zaporedje. Gene, ki kodirajo komponente PT4a (geni pil: pilB, pilT, pilC, pilM in pilD), 
smo v genomih izbranih bakterijskih vrst/sevov iskali na dva načina: (1) z algoritmom 
BLAST smo iskali zapise za proteine z ustrezno stopnjo aminokislinske podobnosti 
proteinom PilB, PilT, PilC, PilM in PilD izbranih bakterij z dokazano prisotnostjo PT4a, ki 
smo jih poimenovali referenčne vrste/sevi, ter (2) z algoritmom HMMer (skriti modeli 
Markova, angl. Hidden Markov Model) (Finn in sod., 2015) smo iskali zapise za proteine s 
podobnim profilom HMM, kot ga imajo proteini PilB, PilT, PilC, PilM in PilD izbranih 
bakterij z dokazano prisotnostjo PT4a (referenčne vrste/sevi). Referenčne vrste oz. seve so 
predstavljali: Ruminococcus obeum A2-162, R. bicirculans 80/3, R. albus 7, R. albus 8, R. 
albus SY3, R. flavefaciens 007c, R. champanellensis 18P13, Eubacterium siraeum 70/3, E. 
siraeum V10Sc8a in C. cellulolyticum H10. Pri algoritmu HMMer sta tarčno 
aminokislinsko zaporedje ali poravnava več aminokislinskih zaporedij prikazani kot profil 
po skritih modelih Markova (profil HMM). Pri poravnavi več aminokislinskih zaporedij 
pridobimo frekvence aminokislin in verjetnosti inscercij/delecij, ki so značilne za določeno 
pozicijo (Finn in sod., 2015). Program BLAST išče odstotek identičnosti tarčnega 
aminokislinskega ali nukleotidnega zaporedja glede na bazo zaporedij. Uporabili smo 
BLASTP, ki primerja aminokislinska zaporedja (Camacho in sod., 2009). Prednosti 
metode BLAST so njena enostavnost, velika hitrost in implementacija statističnih 
parametrov (Rehmsmeier in Vingron, 2001). Metoda HMM ima večjo občutljivost, a je 
počasnejša kot BLAST (Eddy, 2011). V študiji smo uporabili obe metodi, saj smo tako 
pridobili zanesljivejše rezultate.  
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S pregledovalnikom genomov Artemis smo pregledali gene pil pri vseh vrstah in sevih in 
pridobili dodatne podatke o prepilinih (produkti genov pil, ki nimajo anotiranih 
homologov), deležih GC ter okoliških genih. Geni pil, ki so v isti gruči, sestavljajo gensko 
gručo pil. Za analizo smo izbrali tiste gene pil, ki so najbolj ohranjeni. ATPaze (PilB, PilT) 
in transmembranski proteini (PilC) zaradi ohranjenosti omogočajo zanesljive filogenetske 
analize in identifikacijo homologov (Peabody in sod., 2003). Tudi PilM in PilD sta med 
vrstami dovolj ohranjena, da smo ju lahko vključili v analizo.  
4.1.5 Določanje skupin bakterij glede na gene pil in podskupine genskih gruč pil ter 
horizontalni prenos PT4a 
 
Bakterijske vrste/seve smo glede na nabor genov, ki kodirajo komponente PT4a (gene pil) 
razvrstili v skupine. Ohranjene genske gruče pil smo razvrstili v podskupine glede na: (1) 
arhitekturno ohranjenost genov pil v gruči in (2) aminokislinska zaporedja PilB in PilT 
(prevedene produkte genov pilB in pilT). Slednje smo parno primerjali z algoritmom 
BLASTP (Camacho in sod., 2009). S programom MCL (van Dongen in Abreu-goodger, 
2008) smo proteine PilB in PilT razporedili v podskupine podobnih. MCL je okrajšava za 
'Markov cluster algorithm' (algoritem združevanja po Markovu). To je hitra in 
kvantitativna metoda, ki združi vzorce po skupinah podobnih (van Dongen in Abreu-
goodger, 2008).  
 
S programom CompareM smo preverili, kakšen je odstotek identičnih aminokislin (AAI, 
angl. Amino Acid Identity) med različnimi pari bakterijskih genomov (format FASTA). 
CompareM omogoča genomske analize v velikem merilu (AAI) in analize za posamezen 
genom (uporaba kodonov). Rezultat AAI pove, v kakšnem odstotku sta dva genoma 
bakterij identična na aminokislinski ravni. To je bistvenega pomena pri bolj oddaljenih 
vrstah, saj se resolucija na nukleotidnem nivoju z manjšanjem sorodnosti izgublja (Parks, 
2014).  
 
Možnost horizontalnega prenosa genske gruče pil med sevi smo preverili na tri načine: (1) 
kandidatne pare za horizontalni prenos smo določili iz izračunanega razmerja med (a) 
odstotkom identičnosti aminokislinskega zaporedja proteinov PilB in PilT za določen par 
bakterij (BLASTP) in (b) AAI celotnega genoma istega para bakterij. Kandidatni par je 
tisti, ki ima omenjeno razmerje večje od 1,2. Pri kandidatnih parih smo odstotke 
identičnosti aminokislinskega zaporedja PilB in PilT umestili v histograma AAI celotnega 
genoma vseh parov znotraj rodu ali med rodovi. (2) Z algoritmom BLASTP celotne genske 
gruče pil med bakterijskim parom. Vsakemu paru genov pil (pilB, pilT, pilC, pilD, pilM, 
prepilini) pri bakterijskem paru smo določili odstotek aminokislinske identičnosti. (3) Z 
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4.2 LABORATORIJSKI EKSPERIMENT 
4.2.1 »In vitro« preverjanje napovedane substratne specifičnosti z analizo rasti na 
gojiščih z izbranimi substrati 
 
Za laboratorijsko analizo domnevne substratne specifičnosti z gojitvenimi metodami smo  
izbrali pet sevov, ki imajo ohranjeno gensko gručo pil: Eubacterium siraeum 70/3, 
Roseburia faecis M72, Anaerostipes caccae L1-92 (DSM 14662), Bifidobacterium 
adolescentis L2-32 in Ruminococcus bicirculans 80/3 (vir: University of Aberdeen). Seve 
smo anaerobno gojili po Bryantovi modifikaciji Hungatove tehnike (Bryant, 1972) in jih 
precepljali pod zaščitnim plinom - 100 % CO2 (Messer Slovenija, d. o. o.). Za 
namnoževanje sevov (ki so bili predhodno shranjeni v vbodnikih M2GSC pri -20˚C) smo 
uporabili tekoči gojišči M2GSC (preglednica 2 in 3) ter YCFAGSC (preglednica 3, 5-9). 
Zanimal nas je tudi vpliv vrste gojišča (M2GSC/YCFAGSC) in vrednosti pH na dinamiko 
rasti sevov, zato smo gojišče YCFAGSC pripravili z in brez umerjanja pH na 7,5-7,6. 
Vrednost pH smo izmerili s pH-metrom (Thermo Scientific Eutech) in/ali lističi pH 
(Sigma-Aldrich Co. LLC). 
 
Izbrane seve smo za »in vitro« preverjanje substratne specifičnosti namnožili v 
pripadajočem bogatem gojišču (M2GSC/YCFAGSC) do eksponentne rasti (OD645>0,6), 
kar smo izmerili spektrofotometrično (NovaspecII Visible Spectrophotometer) pri valovni 
dolžini 654 nm. S sterilnimi steklenimi pipetami smo seve v treh ponovitvah nacepili               
(Vvcepek=100 µl) v tekoča gojišča M2/YCFA (Vgojišče=7 ml), ki smo jim kot edini vir ogljika 
dodali po enega od 11 različnih testnih substratov (preglednica 4). Kulture smo inkubirali v 
inkubacijski komori (Kambič d. o. o.) pri 37˚C in 14 dni spektrofotometrično spremljali 
OD654. Pri testnem substratu agarozi smo rast spremljali vizualno in ne 
spektrofotometrično, saj je gojišče trdno. V poskus smo vključili tudi kontrolo - tekoče 
gojišče M2/YCFA brez dodanih testnih substratov (M2-/YCFA-). Tekoči gojišči M2 in 
YCFA vsebujeta tudi manjšo količino kompleksnih sestavin, ki predstavljajo minimalni vir 
ogljika, ki bi (vsaj hipotetično) lahko omogočil rast bakterij. Rast seva na posameznem 
testnem substratu smo določili tako, da smo povprečni vrednosti OD654 treh paralelk 
kulture v testnem substratu odšteli povprečno vrednost OD654 treh paralelk kulture v 
enakem gojišču brez dodanega testnega substrata (ΔOD654). Vrednosti ΔOD654  
predstavljajo dejansko rast seva na posameznem testnem substratu. Rast na posameznih 
testnih substratih smo predstavili z rastnimi krivuljami. 
 
Ob nacepljanju sevov na gojišča s testnimi substrati (preglednica 4) smo za kontrolo 
morebitne kontaminacije s fakultativno anaerobnimi bakterijami uporabili ploščo 
hranilnega agarja, ki smo jo inkubirali pod aerobnimi pogoji. Plošče hranilnega agarja so 
bile pripravljene iz agarja (15 g/L, Honeywell International Inc), mesnega ekstrakta (1 g/L, 
Sigma-Aldrich Co. LLC.), peptona (5 g/L, Sigma-Aldrich Co. LLC.), NaCl (5 g/L, Merck 
KGaA) in kvasnega ekstrakta (2 g/L, Biolife Italiana S.r.l.). Nacepili smo jih z ezo 
(aseptično) in inkubirali v inkubacijski komori pri 37˚C. Če se je rast na plošči pojavila 
smo domnevali, da je prišlo do okužbe. Ker je verjetnost za okužbo s striktno anaerobnimi 
bakterijami izjemno majhna, slednjega nismo preverjali. 
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4.2.2 Priprava gojišča M2GSC in gojišča M2 s testnimi substrati  
 
V preglednicah 2 in 3 so navedene sestavine in njihove količine v tekočih gojiščih M2GSC 
in M2. Tekoče gojišče M2GSC smo pripravili tako, da smo natehtali (tehtnica 
ScaltecScience) in odmerili (s pipetami Thermo Fisher Scientific Inc.) vse sestavine 
gojišča, razen cisteina-HCl, ter jih zmešali v elenmajerici (DURAN®, 300ml). Med 
mešanjem smo z grelnikom (Domel d. o. o.) segrevali do vretja in prevrevali 5-10 min. 
Gojišče smo nato prepihovali s 100 % CO2, in ko se je ohladilo, smo dodali cistein-HCl. 
Prepihovali smo dokler se redoks indikator (resazurin) v mešanici ni razbarval. S 
steklenino brizgo (Instrumentaria d. d.) smo gojišče razlili v epruvetke (Bellco Glass Inc., 
16 x 125 mm, Vgojišče= 7 ml), jih neprodušno zaprli in avtoklavirali 15 min pri 121˚C 
(avtoklav Kambič d. o. o.). Tekoča gojišča M2 s posameznimi testnimi substrati kot viri 
ogljika (preglednica 4) smo pripravili na enak način, v njih pa smo izvedli analizo 
domnevne substratne specifičnosti za seva E. siraeum 70/3 in R. faecis M72.  
Preglednica 2: Sestavine kompleksnega gojišča M2 in M2GSC. 




Biolife Italiana S.r.l. 
 
1 g 
Kvasni ekstrakt Biolife Italiana S.r.l. 0,25 g 
NaHCO3 Emsure 0,4 g 
Vampni sok Sevnica, 2015 30 ml 
Mineralna raztopina I 
(preglednica 3) 
Merck KGaA. 15 ml 
Mineralna raztopina II 
(preglednica 3) 
Merck KGaA. 15 ml 
Resazurin (0,1 % raztopina) Honeywell International Inc. 0,1 ml 
Cistein HCl Merck KGaA. 0,1 g 
Agar (za pripravo vbodnikov) Honeywell International Inc. 0,75 g 
Destilirana voda  do 100 ml 
M2GSC   
 
 
Vse sestavine gojišča M2 v zgoraj navedenih  količinah 
 
Celobioza Calbiochem 0,2 g 
Glukoza Kemika d. d. 0,2 g 
Topni škrob Merck KGaA. 0,2 g 
Preglednica 3: Sestavine mineralnih raztopin. Proizvajalec vseh sestavin: Merck KGaA. 
  Količina (za 1000 ml) 
Mineralna raztopina I 
K2HPO4 3,0 g 
Mineralna raztopina II 
KH2PO4 3,0 g 
(NH4)2SO4 6 g 
NaCl 6 g 
MgSO4 0,6 g 
CaCl2 0,6 g 
Rozman V. Karakterizacija substratne specifičnosti in pilov tipa IV pri bakterijah prebavil.  




Preglednica 4: Testni substrati, ki smo jih dodali v gojišča M2/YCFA kot vire ogljika in katerih sposobnost 
razgradnje smo v eksperimentu preverjali. 
Testni substrati Vir Proizvajalec Količina  (za 100 ml) 
Ksilan  Bukovina Sigma-Aldrich Co. LLC. 0,5 g 
Topni škrob  / Merck KGaA. 0,5  g 
Celuloza CMC Sigma-Aldrich Co. LLC. 0,5 g 
Celuloza  Filter papir Schleicher & Schuell 1 cm
2 
Pektin  Jabolko Sigma-Aldrich Co. LLC. 0,5 g 
Β-glukan  Ječmen Megazyme 0,5 g 
Inulin  Radič Merck KGaA. 0,5 g 
Glukomanan  Konjak Megazyme 0,5 g 
Galaktomanan  Rožič Megazyme 0,5 g 
Alginat  Rjava alga Sigma-Aldrich Co. LLC. 0,5 g 
Agaroza / SeaKem® 0,5 g 
4.2.3 Priprava gojišča YCFAGSC in gojišča YCFA s testnimi substrati 
 
V preglednicah 3 in 5-9 so navedene sestavine in njihove količine v tekočih gojiščih 
YCFA/YCFAGSC. Tekoče gojišče YCFAGSC smo pripravili tako, da smo natehtali in 
odmerili vse sestavine, razen cisteina-HCl, raztopine hemina in raztopine vitaminov 2, ter 
jih zmešali v elenmajerici (DURAN®, 300 ml).  
Preglednica 5: Sestavine kompleksnega gojišča YCFA in YCFAGSC. 







Kvasni ekstrakt Biolife Italiana S.r.l.  0,25 g 
NaHCO3 Emsure 0,4 g 
Mineralna raztopina I (preglednica 3) Merck KGaA. 15 ml 
Mineralna raztopina II (preglednica 3) Merck KGaA. 15 ml 




Raztopina hemina (preglednica 7)  1 ml 












Cistein HCl Merck KGaA. 0,1g 




Vse sestavine gojišča YCFA v zgoraj navedenih  količinah 
 
Celobioza Merck KGaA. 0,2 g 
Glukoza Kemika d. d.  0,2 g 
Topni škrob Merck KGaA. 0,2 g 
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Med mešanjem smo segrevali z grelnikom in tik pred vretjem umerili pH na 7,5-7,6. 
Gojišče smo nato še enkrat segreli do vretja in prevrevali 5-10 min, nato pa prepihovali s 
100 % CO2. Ko se je ohladilo, smo dodali cistein-HCl ter raztopino hemina. Prepihovali 
smo dokler se redoks indikator (resazurin) v mešanici ni razbarval. Gojišče smo s stekleno 
brizgo razlili v epruvetke (Bellco Glass Inc., 16 x 125 mm, Vgojišče= 7 ml), jih neprodušno 
zaprli in avtoklavirali 15 min pri 121˚C. S sterilno plastično brizgo (BD) in sterilnimi 
injekcijskimi iglami (TIK d. o. o.) smo (aseptično) v laminariju (Scholzen Technik), dodali 
10 µl filtrsko sterilizirane raztopine vitaminov 2. Tekoča gojišča YCFA s posameznimi 
testnimi substrati kot viri ogljika (preglednica 4) za preverjanje domnevne substratne 
specifičnosti smo pripravili na enak način, v njih pa smo gojili seve A. caccae L1-92, B. 
adolescentis L2-32 in R. bicirculans 80/3.  
Preglednica 6: Raztopina kratkoverižnih maščobnih kislin. Shranjeno pri 4˚C. Proizvajalec: Sigma-Aldrich 
Co. LLC. 
Snov Količina [ml] 
Acetat  17 
Propionska kislina 6 
n-valerična kislina 1 
Iso-valerična kislina 1 
Iso-butirična kislina 1 
Preglednica 7: Raztopina hemina. Shranjeno pri 4˚C. 
Snov Proizvajalec Količina (za 100 ml) 
KOH Merck KGaA. 0,28 g 
Etanol (95 %) Merck KGaA. 25 ml 
Hemin Koch-Light Laboratories Limited 100 mg 
Destilirana voda  do 100 ml 
Preglednica 8: Raztopina vitaminov 1. Shranjeno pri -20˚C. Proizvajalec: Sigma-Aldrich Co. LLC. 
Snov Količina (za 100 ml) 
Biotin 1 mg 
Kobalamin 1 mg 
p-aminobenzojska kislina 3 mg 
Piridoksamin 15 mg 
Folna kislina 5 mg 
Destilirana voda do 100 ml 
Preglednica 9: Raztopina vitaminov 2. Shranjeno pri -20˚C. Proizvajalec Sigma-Aldrich Co. LLC. 
Snov Količina (za 100 ml) 
Tiamin 5 mg 
Riboflavin 5 mg 
Destilirana voda do 100 ml 
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5.1 PREVERJANJE USTREZNOSTI TAKSONOMSKE UVRSTITVE IZBRANIH 
BAKTERIJSKIH VRST/SEVOV V BAZI NCBI TAXONOMY 
 
Znotrajrodovna primerjava genomov bakterijskih vrst v programu Jspecies je pokazala 
številne neustrezne taksonomske umestitve vrst na strani NCBI Taxonomy. Meja, da smo 
dve bakteriji uvrstili v isto vrsto, je bila arbitrarno določena v programu JSpecies: 
TETRA>0,99 (korelacijski indeks regresijske linije tetranukleotidnih podpisov dveh vrst 
bakterij) in ANI>95 % (povprečna nukleotidna identičnost med parom bakterij izražena v 
odstotkih) (Rossello-Moora in Amann 2015; Richter in Rosselló-Móra, 2009). Analiza 
sekvenc 16S rRNA z orodjema SINA Alignment service in RDP classifier je pokazala, da 
tudi obstoječa anotacija rodu nekaterih bakterijskih vrst in sevov ni zadoščala sprejetim 
kriterijem.  
 
Z analizo sekvenc 16S rRNA smo ugotovili, da bilo potrebno reklasificirati naslednje seve 
v druge rodove: (1) Eubacterium ramulus ATCC 29099 v Roseburia sp. ATCC 29099, (2) 
Eubacterium sp. 3_1_31 v Faecalitalea sp. 3_1_31, (3) Eubacterium sp. 14-2 v Roseburia 
sp. 14-2, (4) Ruminococcus sp. JC304 v Blautia sp. JC304, (5) Ruminococcus sp. SR1/5 v 
Blautia sp. SR1/5, (6) Ruminococcus sp. DSM 100440 v Sellimonas intestinalis DSM 
100440 in (7) Ruminococcus sp. 5_1_39BFAA  v Blautia  wexlerae 5_1_39BFAA. 
 
Nekaj nejasnosti je pri umestitvi vrst Ruminococcus gnavus in Ruminococcus torques v 
rod. V bazi NCBI Taxonomy sta uvrščeni v rod Blautia. Nasprotno, glede na analizo 
sekvenc 16S rRNA z orodjema SINA Alignment service in RDP classifier rod ni določen, 
le skupina: Ruminococcus gnavus group in Ruminococcus torques group. V znanstveni 
literaturi nismo zasledili podatkov o reklasifikaciji v rod Blautia. Tudi glede na uvrstitev v 
dendrogramu All-Species Living tree spadata v drug skupek kot vrsta Ruminococcus 
obeum, kjer gre dejansko za rod Blautia. Dostopen je znanstveni članek o reklasifikaciji 
vrste R. obeum v Blautia obeum (Lawson in Finegold, 2015). Podoben primer je vrsta 
Eubacterium rectale. Jasne uvrstitve v rod za to vrsto v bazi NCBI Taxonomy ni, SINA 
Alignment service in RDP classifier pa E. rectale uvrščata v skupino Eubacterium rectale 
group. 
 
V 14 primerih analiziranih sekvenc smo ugotovili, da gre za novo vrsto in ne za vrsto, ki je 
anotirana v bazi NCBI Taxonomy, saj vrednosti TETRA in ANI ne ustrezata sprejetim 
kriterijem, in sicer: (1) Faecalibacterium cf. prausnitzii KLE1255 (2) Faecalibacterium 
prausnitzii A2-165 (3) Faecalibacterium prausnitzii L2/6, (4) Ruminococcus albus 7, (5) 
Ruminococcus albus 8, (6) Ruminococcus flavefaciens AE3010, (7) Ruminococcus 
flavefaciens ATCC 19208, (8) Ruminococcus flavefaciens FD-1, (9) Ruminococcus 
flavefaciens MA2007, (10) Ruminococcus flavefaciens MC2020, (11) Ruminococcus 
flavefaciens ND2009, (12) Eubacterium limosum SA11, (13) Ruminococcus obeum A2-162 
in (14) Ruminococcus torques ATCC 27756. 
 
Butyrivibrio fibrisolvens 16/4 ne ustreza sprejetim kriterijem za vrsto, z ostalimi 
predstavniki vrste ima namreč vrednosti TETRA<0,6 in ANIB<68 %. Sekvenca 16S rRNA 
v pregledovalniku genomov Artemis in s programom barrnap ni bila dostopna, zato smo 
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izvedli analizo z markerskima genoma recA in dnaK. Glede na dendrogram markerskega 
gena dnaK sev B. fibrisolvens 16/4 jasno spada v rod Butyrivibrio, nasprotno pa se glede 
na dendrogram markerskega gena recA uvršča v drug skupek, skupaj s Clostridium 
aminophilum, Eubacterium cellulosolvens in Marvinbryantia formatexigenes. Analiza v 
Jspecies je pokazala, da vrednost ANIB z oddaljevanjem od rodu Butyrivibrio upada, in 
sicer iz 67 % na 64 %. Manjša vrednost ANI pomeni, da sta bakteriji manj sorodni. Ker pa 
se rezultati na osnovi posameznega od dveh markerskih genov dnaK in recA ne ujemajo, 
ne moremo trditi, da B. fibrisolvens 16/4 po vseh kriterijih spada v rod Butyrivibrio.  
 
Tudi pri Faecalibacterium cf. prausnitzii KLE1255 sekvenca 16S rRNA ni bila na voljo, da 
bi preverili rod. Sev glede na analizo Jspecies ni iste vrste kot kateri od ostalih sevov                   
F. prausnitzii, saj sta vrednosti ANIB<85 % in TETRA<0,97. Glede na analizo genskih 
markerjev recA in dnaK spada v rod Faecalibacterium. Tudi glede na analizo Jspecies 
najbolj sorodnih vrst iz dendrograma All-Species Living tree jasno spada v ta rod. 
 
S filogenetsko analizo v Jspecies smo lahko v primerih, kjer vrsta predhodno še ni bila 
določena (sp.), ugotovili za katero vrsto gre v naslednjih primerih (TETRA>0,99, 
ANIB>0,95 %): (1) Anaerostipes sp. 3_2_56FAA smo tako lahko preimenovali v 
Anaerostipes caccae 3_2_56FAA, (2) Eubacterium sp. SB2 v Eubacterium contortum SB2, 
(3) Ruminococcus sp. AT10 v Ruminococcus torques AT10, (4) Ruminococcus sp. DSM 
100440 v Sellimonas intestinalis DSM 100440 in (5) Ruminococcus sp. 5_1_39BFAA v 
Blautia  wexlerae 5_1_39BFAA. Vrste nismo mogli določiti pri sevih Eubacterium sp. 
AB3007, Ruminococcus sp. FC2018, Ruminococcus sp. HUN007 in Ruminococcus sp. 
NK3A76, rodove pa smo v vseh štirih primerih potrdili. Zaključili smo, da gre za nove 
vrste omenjenih rodov. Nasprotno, sevov Coprococcus sp. HPP0048, Coprococcus sp. 
HPP0074 in Eubacterium sp. ER2 nismo mogli uvrstiti v nobenega od obstoječih rodov in 
vrst. Nova taksonomska uvrščenost je prikazana v prilogi G. 
5.2 IDENTIFIKACIJA ZNAČILNIH ZAPISOV ZA ENCIME, KI SO AKTIVNI NA 
OGLJIKOVIH HIDRATIH (CAZy) 
Rezultat analize skripta 'dbCanscan.sh' so identificirani zapisi za CAZy (GH, PL, CE, 
AA), ki predstavljajo profil CAZy pri izbranih bakterijskih vrstah in sevih. Preučili smo, 
katere družine CAZy so monospecifične za posamezni substrat. Te ne sodelujejo pri 
razgradnji različnih substratov, temveč le posameznega. Poleg tega smo preučili družine 
CAZy, ki niso nujno monospecifične, a so eksperimentalno potrjeno vpletene v razgradnjo 
določenih substratov. Njihovo prisotnost in številčnost v genomu smo uporabili kot 
kazalnike, katere substrate sev domnevno lahko razgrajuje in katerih ne. Oblikovali smo 
napovedi o substratni specifičnosti vseh analiziranih sevov, ki smo jo podprli s podatki iz 
literature (preglednica 10). Analizirane podatke smo predstavili tudi v obliki dendrograma 
PVClust  (slika 8), NMDS (slika 9) ter vročinske mape (slika 10).  
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Preglednica 10: Predvidena substratna specifičnost analiziranih vrst in sevov. Glede na število posameznih monospecifičnih oz. značilnih CAZy za posamezni substrat 
smo napovedali zmožnost razgradnje tega substrata.   + - sev substrat razgrajuje: ima veliko število zapisov za monospecifične CAZy, hkrati so podatki o razgradnji 
substrata v literaturi, +   - sev substrat najverjetneje razgrajuje: ima veliko število zapisov za monospecifične CAZy, a razgrajevanje ni potrjeno s podatki iz literature, 
+  - - obstaja majhna verjetnost, da sev substrat razgrajuje: manjše število zapisov za monospecifične CAZy, hkrati ni podatkov iz literature, ali pa le-ti pravijo, da je 
razgrajevanje šibko, -    - sev substrata ne razgrajuje: ni (oz. je zelo majhno) število zapisov za monospecifične CAZy, hkrati lahko podprto s podatki iz literature. 
CAZy - encimi, aktivni na ogljikovih hidratih. 1: ksilan, 2: škrob, 3: celuloza, 4: pektin, 5: β-glukan, 6: N,O-glikani, 7: fruktan/inulin, 8: gluko/galaktomanan, 9: α-
manan, 10: dekstran, 11: alginat, 12: agaroza, 13: karagenan, 14: trehaloza.  
Sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
A.  cellulolyticus CD2                             Eubacterium sp. ER2                             
A. hadrus SSC-2                             Eubacterium sp. SB2                             
A. hadrus DSM 3319                             F. prausnitzii KLE1255                             
A. hadrus PEL 85                             F. prausnitzii A2-165                             
A. caccae DSM 14662                             F. prausnitzii L2/6                             
Anaerostipes sp.  3_2_56FAA                             F. prausnitzii SL3/3                             
B. ovatus 3_8_47FAA                             F. prausnitzii M21/2                             
B. ovatus ATCC 8483                             
F. cylindroides ATCC 
27803                             
B. ovatus CL02T12C04                             F. cylindroides T2-87                             
B. ovatus KLE1656               
  
            
F. succinogenes subsp 
succinogenes S85                             
B. thetaiotaomicron 7330               
  
            
I. bartlettii 
2789STDY5834879                             
B. thetaiotaomicron dnLKV9                             I. bartlettii DORA_8_9                             
B. thetaiotaomicron KLE1254                             I. bartlettii DSM 16795                             
B. thetaiotaomicron VPI-5482                             M. elsdenii 14-14                             
B. vulgatus ATCC 8482                             M. elsdenii 24-50                             
B. vulgatus CL09T03C04                             M. elsdenii DSM 20460                             
B. vulgatus dnLKV7                             M. elsdenii T81                             
B. vulgatus mpk                             R. hominis A2-183                             
se nadaljuje
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preglednica 10 se nadaljuje 
Sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
B. adolescentis 22L                             R. intestinalis M50/1                             
B. adolescentis 150                             R. intestinalis L1-82                             
B. adolescentis ATCC 15703                             R. intestinalis XB6B4                             
B. adolescentis BBMN23                             R. faecis M72                             
B. adolescentis DSM 20087                             R. inulinivorans L1-83                             
B. adolescentis L2-32         
  
                  
R. inulinivorans DSM 
16841                             
B. adolescentis JCM 15918         
  
                  
R. thermocellum DSM 
1313                             
R. obeum A2-162                             
R. thermocellum ATCC 
27405                             
R. obeum ATCC 29174                             
R. thermocellum DSM 
1313                             
R. gnavus AGR2154                             R. thermocellum JW20                             
R. gnavus ATCC 29149                             C. cellulolyticum H10                             
R. gnavus CC55_001C                             E. siraeum v10Sc8a                             
R. torques 2789STDY5834889                             E. siraeum DSM 15702                             
R. torques L2-14                             E. siraeum 70/3                             
R. torques ATCC 27756                             V. parvula DNF00876                             
B. crossotus DSM 2876                             V. parvula DSM 2008                             
B. fibrisolvens 16/4                             V. parvula HSIVP1                             
B. fibrisolvens FE2007                             V. parvula SHI-1                             
B. fibrisolvens MD2001                             R. albus 7                             
B. fibrisolvens WTE3004                             R. albus 8                             
B. fibrisolvens YRB2005                             R. albus AD2013                             
C. catus GD/7                             R. albus SY3                             
C. eutactus ATCC 27759                             R. bicirculans 80/3                             
se nadaljuje
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preglednica 10 se nadaljuje 
Sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
Coprococcus sp. HPP0048                             R. bromii L2-63                             
Coprococcus sp. HPP0074                             
R. champanellensis 
18P13                             
D. succinatiphilus YIT 11850                             R. flavefaciens 007c                             
C. ramosum DSM 1402                             R. flavefaciens 17                             
E. rectale ATCC 33656                             R. flavefaciens AE3010                             
E. rectale DSM 17629                             
R. flavefaciens ATCC 
19208                             
E. rectale M104/1                             R. flavefaciens FD-1                             
E. rectale T1-815                             R. flavefaciens MA2007                             
E. eligens ATCC 27750                             R. flavefaciens MC2020                             
E. hallii DSM 3353                             R. flavefaciens ND2009                             
E. ramulus ATCC 29099                             
Ruminococcus sp. 
5_1_39BFAA                             
E. limosum ATCC 8480                             Ruminococcus sp. AT10                             
E. limosum KIST612                             
Ruminococcus sp. 
100440                             
E. limosum SA11                             
Ruminococcus sp. 
FC2018                             
E. xylanophilum ATCC 35991                             
Ruminococcus sp. 
HUN007                             
Eubacterium sp. 3_1_31                             
Ruminococcus sp. 
JC304                             
Eubacterium sp. 14-2                              
Ruminococcus sp. 
NK3A76                             
Eubacterium sp. AB3007                             
Ruminococcus sp.. 
SR1/5                             
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Na osnovi podatkov iz literature smo ugotovili, da so v razgradnjo škroba vpletene 
naslednje družine CAZy: GH13, GH57, GH77, GH97, GH31, GH15, GH63 in GH126 
(Lombard in sod., 2014). Naše analize so pokazale, da imajo naslednje analizirane vrste in 
sevi največje število zapisov za CAZy, ki razgrajujejo škrob: Bacteroides sp. (13-31), B. 
fibrisolvens (22-25), B. adolescentis (15-21), R. intestinalis (19-20), E. rectale (15-18), R. 
faecis M72 (15), Roseburia inulinivorans (15), R. bromii L2-63 (17), Coprococcus 
eutactus ATCC27759 (14), Butyrivibrio crossotus DSM 2876 (13), Coprococcus sp. 
HPP0048 (11) in F. prausnitzii (7-11). Nobenega zapisa za CAZy, ki razgrajuje škrob v 
genomu nimata vrsta Veillonella  parvula in sev Dialister succinatiphilus YIT 11850.  
 
V razgradnjo celuloze in β-glukanov so, glede na podatke iz literature, vpletene naslednje 
družine CAZy: GH9, GH48, GH44, GH5, GH8, GH1, GH124, GH45, AA10 in GH3 
(Lombard in sod., 2014). Naše analize so pokazale, da imajo največje število zapisov za 
CAZy, ki razgrajujejo celulozo in β-glukan, med analiziranimi vrstami/sevi: A 
cellulolyticus CD2 (70), R. albus (31-35), R. flavefaciens (27-39), R. champanellensis 
18P13 (24), C. cellulolyticum H10 (34), Ruminococcus sp. HUN007 (35), F. succinogenes 
subsp. succinogenes S85 (37), R. thermocellum (37-38) ter R. bicirculans 80/3 (16).  
 
V razgradnjo ksilana so vpleteni encimi iz naslednjih družin CAZy: GH10, GH43, GH11, 
GH51, GH115, CE2, CE6, CE7, GH67, CE3, GH39 in GH120 (Lombard in sod., 2014). 
Naše analize so pokazale, da imajo največje število zapisov za CAZy, ki razgrajujejo 
ksilan, med analiziranimi vrstami/sevi: B. ovatus (skupaj 61-83, 23-35 GH43), B. 
thetaiotaomicron (skupaj 62-68, 30-38 GH43), B. vulgatus (skupaj 37-44, 16-19 GH43), R. 
thermocellum (skupaj 17-19, 5-7 GH43), C. cellulolyticum H10 (skupaj 30, 9 GH43), A. 
cellulolyticus CD2 (skupaj 14, 4 GH43), R. albus (skupaj 28-33, 7-9 GH43), R. 
flavefaciens (skupaj 26-44, 6-10 GH43), R. champanellensis 18P13 (skupaj 19, 6 GH43), 
Eubacterium xylanophilum ATCC 35991 (skupaj 26, 5 GH43), F. succinogenes subsp. 
succinogenes S85 (skupaj 36, 14 GH43), B. fibrisolvens (skupaj 31-36, 10-12 GH43), R. 
intestinalis (skupaj 24-36, 10-17 GH43), R. faecis M72 (skupaj 18, 9 GH43), 
Ruminococcus sp. HUN007 (skupaj 30, 6 GH43) in Ruminococcus sp. NK3A76 skupaj 15, 
2 GH43). 
 
S pregledom podatkov iz literature smo ugotovili, da so v razgradnjo pektina vpletene 
naslednje družine CAZy: GH28, PL1, PL22, GH78, GH105, PL9, CE8, PL3, PL10, CE13, 
CE12, GH53, GH93 in PL11 (Lombard in sod., 2014). Naše analize so pokazale, da imajo 
največje število zapisov za CAZy, ki razgrajujejo pektin, analizirane vrste/sevi: B. ovatus 
(57-76), B. thetaiotaomicron (45-53), B. vulgatus (37-51), R. champanellensis 18P13 (24), 
B. fibrisolvens (17-21), F. succinogenes subsp. succinogenes S85 (20), E. eligens ATCC 
27750 (19), A cellulolyticus CD2 (18), R. albus (8-16), Roseburia hominis A2-183 (11),  R. 
thermocellum (9), C cellulolyticum H10 (9), R. flavefaciens (7-21) in R. intestinalis (7-9). 
 
Encimi, ki razgrajujejo N,O-glikane, so zelo raznoliki, z različnimi encimskimi 
aktivnostmi, in posledično specifični za različne vrste N,O-glikanov. Na osnovi podatkov 
iz literature smo ugotovili, da so v razgradnjo N,O-glikanov vpletene naslednje družine 
CAZy: GH18, GH20, GH33, GH92, GH85, GH109, PL8, PL12, PL13, GH84, GH79, 
GH38, GH89, GH99, GH101, GH19, GH129, GH123, GH46, PL16 in GH88 (Lombard in 
sod., 2014). Naše analize so pokazale, da imajo naslednje analizirane vrste/sevi največje 
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število zapisov za CAZy, ki razgrajujejo N,O-glikane: B. thetaiotaomicron (86-91), B. 
ovatus (82-95), B. vulgatus (23-37), Clostridium ramosum DSM 1402 (22), Eubacterium 
sp. SB2 (20), R. torques ATCC (22), A. caccae (14-15), Coprococcus sp. (11-15), A. 
cellulolyticus (11), B. fibrisolvens (10-13), Ruminococcus sp. DSM 100440 (10), R. gnavus 
(8-10), R. intestinalis (6-11) in R. hominis A2-183 (8). 
 
V razgradnjo α-manana je potrjeno vpletena družina CAZy GH76 (Lombard in sod., 2014). 
Naše analize so pokazale, da imata največje število zapisov za CAZy, ki razgrajujeta α-
manan, vrsti B. ovatus (9-10) in B. thetaiotaomicron (6-10).  
 
V razgradnjo fruktana (inulin/levan) sta po podatkih iz literature, vpleteni dve družini 
CAZy, in sicer GH32 in GH91 (Lombard in sod., 2014). Naše analize so pokazale, da 
imajo največje število zapisov za CAZy, ki razgrajujejo fruktan, naslednje analizirane 
vrste/sevi: B. thetaiotaomicron (5-7), B. ovatus (3-5), Eubacterium sp. ER2 (5), 
Anaerostipes hadrus (4), Ruminococcus sp. 5_1 _39BFAA (4), R. torques L2-14 (4), R. 
torques 2789STDY5834889 (4), Ruminococcus sp. SR1/5 (4), R. obeum ATCC 29174 (4), 
R. gnavus (2-4), C. eutactus ATCC 27759 (3), B. fibrisolvens 16/4 (4), Eubacterium sp. 
SB2 (3) in B. fibrisolvens (2-3). 
 
S pregledom podatkov iz literature smo ugotovili, da so v razgradnjo alginata vpletene 
naslednje družine CAZy, ki vse spadajo v skupino polisaharid liaz (PL): PL5, PL6, PL7, 
PL15, PL17 in PL18 (Lombard in sod., 2014). Naše analize so pokazale, da imajo največje 
število zapisov za CAZy, ki razgrajujejo alginat, naslednje analizirane vrste/sevi: B. ovatus 
(3-4), B. thetaiotaomicron (1), B. vulgatus (1), C. ramosum (1), C. catus (1), F. prausnitzii 
KLE1255 in V. parvula HSIVP1 (1).  
 
Glukomanan in galaktomanan potrjeno razgrajujejo naslednje družine CAZy: GH113, 
GH110, GH27 in GH26. (Lombard in sod., 2014). Analizirane vrste/sevi, za katere so naše 
analize pokazale, da imajo največje število zapisov za CAZy, ki razgrajujejo 
gluko/galaktomanan, so: R. albus (7-12), E. siraeum (6-8), F. succinogenes subsp. 
succinogenes S85 (7), R. bicirculans 80/3 (5), R. flavefaciens (3-6), Ruminococcus sp. 
NK3A76 (5), A. cellulolyticus CD2 (5), B. thetaiotaomicron (4-7), C. cellulolytucim H10 
(4), R. champenellensis (4), Ruminococcus sp. HUN007 (4), B. ovatus (3-6), R. intestinalis 
(3-4), C. eutactus ATCC 27759 (3), R. faecis M72 (3), R. thermocellum (3), R. flavefaciens 
(3-5), R. hominis A2-183 (2) in B. fibrisolvens (2). 
 
V literaturi smo našli tudi nekatere druge skupine GH, ki so monospecifične za posamezne 
substrate: karagenan - GH82, dekstran - GH66, agaroza - GH50 in trehaloza - GH37 
(Lombard in sod., 2014). Naše analize so pokazale, da ima največje število zapisov za 
CAZy, ki razgrajujejo agarozo, vrsta B. ovatus (2-3 GH50). Po eno monospecifično 
družino CAZy imajo med analiziranimi vrstami/sev, ki razgrajujejo: (1) dekstran: B. ovatus 
in B. tetaiotaomicron; (2) karagenan: B. ovatus CL02T12C04, R. bromii L2-63, R. gnavus 
ATCC 29149, R. gnavus CC55 001C in (3) trehalozo: B. fibrisolvens YRB2005, B. 
fibrisolvens WTE3004 ter Coprococcus sp. HPP0074. 
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5.2.1 Analiza podobnosti profilov CAZy preučevanih bakterijskih vrst 
 
Podobnosti profilov CAZy preučevanih bakterijskih vrst in sevov smo prikazali z uporabo 
različnih programov v okolju R, in sicer z: (1) analizo NMDS, nemetrično večrazsežnostno 
lestvičenje, (2) dendrogramom PVClust, z metodo združevanja s p-vrednostmi preko 
večkratnega ponovnega vzorčenja (zankanja) in (3) analizo Heatmap, vročinska mapa. Za 
vse seve smo določili število CAZy na Mbp genoma. Med analiziranimi vrstami ima V. 
parvula najmanjše število CAZy/Mbp (5-6), največje pa vrsti B. ovatus in B. 
thetaiotaomicron (59-72). Za ostale vrste in seve so rezultati predstavljeni na sliki 8.  
5.2.1.1.1 Metoda združevanja v skupke s p-vrednostmi preko večkratnega ponovnega  
vzorčenja/zankanja (PVClust) 
Z metodo združevanja v skupke s p-vrednostmi preko večkratnega ponovnega vzorčenja 
(zankanja) smo izrisali dendrogram PVClust. Sevi, ki imajo podoben profil CAZy, so v 
istem skupku oz. so umeščeni bližje skupaj na dendrogramu. Na sliki 8 je predstavljena 
analiza PVClust, z dodanimi podatki taksonomske umestitve, številom CAZy/Mbp genoma 
in podatki o klasifikaciji glede na zapise za PT4a: prikazane so skupine bakterij (a-g), 
oblikovane glede na nabor genov pil in aminokislinske identičnosti produktov genov pil s 
proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) ter podskupine ohranjenih genskih gruč pil (1-7), 
oblikovane glede na arhitekturno ohranjenost genov pil v gruči ter aminokislinska 
zaporedja PilB in PilT. Dopisani so tudi substrati, ki jih vrsta/sev domnevno razgrajuje 
(predvidene substratne specifičnosti so oblikovane glede na število specifičnih CAZy). 
 
Dendrogram PVClust (slika 8) sestavljata dva večja skupka, in sicer: (1) skupek, za 
katerega je AU p-vrednost 97 %, z vrstama B. thetaiotaomicron ter B. ovatus. AU vrednost 
nam pove verjetnost, da je skupek določen pravilno (v tem primeru je 97 %) ter (2) skupek 
z vsemi ostalimi sevi (AU 55 %). Slednji (2) se deli na dva skupka, in sicer: (3) skupek s 
sevi B. vulgatus (AU 100 %) in (4) skupek z vsemi ostalimi sevi (AU 92 %). Slednji 
skupek (4) je sestavljen iz dveh skupkov: (5) C. ramosum DSM 1420 ter (6) skupek z 
ostalimi sevi (AU 63 %). Pri slednjem skupku (6) je jasno razvidno, da vse domnevno 
celulolitične vrste in sevi iz analize predstavljajo svojo gručo (7) (AU 92 %), ostale vrste, 
ki celuloze ne razgrajujejo, pa so v svojem skupku (8) z AU 88 %.  
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Slika 8: Prikaz podobnosti profilov CAZy izbranih bakterij na osnovi analize Pvcust - metoda združevanja v 
skupke s p-vrednostmi preko večkratnega ponovnega vzorčenja. Razdalja: Manhattan, metoda združevanja: 
povprečje. Sevi, ki imajo podoben profil CAZy so umeščeni bližje skupaj na dendrogramu. Skupno število 
CAZy/Mbp genoma je v modri barvi nad sevom. Dodani so podatki taksonomske umestitve (barvni krogi in 
zvezdice) in podatki o klasifikaciji glede na zapise za PT4a: v rdeči barvi pod sevom so prikazane skupine 
bakterij (a-g), oblikovane glede na nabor genov pil in aminokislinske identičnosti produktov genov pil s 
proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) ter z modrimi/rdečimi/roza puščicami so prikazane podskupine 
ohranjenih genskih gruč pil (1-7), oblikovane glede na arhitekturno ohranjenost genov pil v gruči ter 
aminokislinska zaporedja PilB in PilT. Ohranjena genska gruča pil s prepilini (rdeča puščica) ima vse gene 
pil (pilB, pilT, pilC, pilD, pilM), ki omogočajo biogenezo PT4a. Delno ohranjeni genski gruči pil s prepilini 
(modra puščica) eden/dva gena pil, v sicer ohranjeni genski gruči, manjkata. Razpršeni geni pil (roza puščica) 
so locirani na različnih mestih v genomu (lahko v gruči, tandemu ali posamično), prisotni so prepilini. 
Dopisani so tudi substrati, ki jih sev domnevno razgrajuje (predvidene substratne specifičnosti so oblikovane 
glede na število specifičnih CAZy). Prekinjena črta pomeni, da ima sev manjše število specifičnih CAZy. 
Dendrogram sestavljata dva večja skupka: (1) skupek, za katerega je AU p-vrednost 97 %, z vrstama B. 
thetaiotaomicron ter B. ovatus. AU vrednost nam pove verjetnost, da je skupek določen pravilno (v tem 
primeru je 97 %) in (2) skupek z vsemi ostalimi sevi (AU 55 %). Slednja (2) se deli na dva skupka: (3) sevi 
B. vulgatus (AU 100 %), in (4) skupek z vsemi ostalimi sevi (AU 92 %). Slednji skupek (4) je sestavljen iz 
dveh skupkov: (5) C. ramosum DSM 1420 in (6) skupek z ostalimi sevi (AU 63 %). Pri slednjem skupku (6) 
je jasno razvidno, da vsi domnevno celulolitični sevi iz analize predstavljajo svojo gručo (7) (AU 92 %), 
ostale vrste, ki celuloze ne razgrajujejo, pa so v drugi, svoji gruči (8) (AU 88 %). CAZy - encimi, aktivni na 
ogljikovih hidratih. PT4a - pili tipa 4 iz skupine a. 
5.2.1.2 Nemetrično večrazsežnostno lestvičenje (NMDS) 
Z metodo nemetričnega večrazsežnostnega lestvičenja smo vizualno predstavili korelacijo 
med profili CAZy pri bakterijah, zajetih v analizi. Podrobneje je predstavljena analiza 
NMDS z razdaljo Bray-Curtis, na sliki 9, kjer posamezne seve, zaradi večje preglednosti, 
predstavljajo le točke, ki predstavljajo posamezne rodove v analizi. V prilogi H pa je 
predstavljena analiza NMDS s celotnimi imeni sevov (ne le na ravni rodov, temveč tudi na 
ravni vrst in sevov).   
 
Točke, ki označujejo seve s podobnimi profili CAZy, so na grafu NMDS umeščene skupaj. 
Dopisani so substrati, ki jih (glede na število specifičnih CAZy) najverjetneje razgrajujejo 
posamezne vrste/sevi, dodane pa so tudi podskupine genskih gruč pil (1-7), oblikovane 
glede na arhitekturno ohranjenost genov pil v gruči ter aminokislinska zaporedja PilB in 
PilT. Na grafu NMDS predstavljajo svoj skupek vrste iz rodu Bacteroides (sredina levo). 
Zgoraj levo so skupaj sevi Ruminococcus sp., R. thermocellum in vrsta F. succinogenes. 
Sev Dialister succinatiphilus YIT 11850 ter vrsta Veillonella parvula sta skupaj, zgoraj 
desno. Ostale skupine niso jasno omejene. 
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Slika 9: Analiza nemetričnega večrazsežnostnega lestvičenja (NMDS). Točke, ki označujejo seve s podobnim profilom CAZy (predstavljeni so le rodovi), so na grafu 
NMDS umeščene skupaj. Dopisani so substrati, ki jih (glede na število specifičnih CAZy) najverjetneje razgrajujejo posamezni sevi, dodane pa so tudi podskupine 
genskih gruč pil (1-7), oblikovane glede na arhitekturno ohranjenost genov pil v gruči ter aminokislinska zaporedja PilB in PilT. Svoj skupek predstavljajo vrste iz 
rodu Bacteroides (sredina levo). Zgoraj levo so skupaj sevi Ruminococcus sp., R. thermocellum in vrsta F. succinogenes. Sev Dialister succinatiphilus YIT 11850 in 
vrsta Veillonella parvula sta skupaj, zgoraj desno. Ostale skupine niso jasno omejene. CAZy - encimi, aktivni na ogljikovih hidratih. 
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5.2.1.3 Vročinska mapa (Heatmap) 
Stopnje podobnosti profilov CAZy analiziranih sevov smo predstavili tudi z vročinsko 
mapo (heatmap) - točkovno barvno sliko, z dendrogramoma na levem in zgornjem robu 
(slika 10). Sevi, ki imajo podoben profil CAZy, so umeščeni v iste skupke dendrograma. 
Zgoraj je dendrogram sevov s podobnim profilom CAZy, ki pove, kakšna je razporeditev 
družin CAZy pri različnih bakterijskih sevih, in sicer tisti sevi, ki imajo podoben profil 
CAZy, so na dendrogramu bližje skupaj. Na levi strani je dendrogram po družinah CAZy, 
ki pove, kako so sevi razporejeni po družinah CAZy. Najbližje skupaj so tiste družine 
CAZy, katerih razporeditev med sevi je najbolj podobna. Z različnimi odtenki modre in 
rdeče barve so predstavljene točke glede na standardno vrednost Z, ki pove, ali je število 
posameznih CAZy večje ali manjše od povprečja. Modra barva pomeni, da je vrednost Z 
večja od povprečja, rdeča barva pa, da je vrednost Z manjša od povprečja družine CAZy 
vseh analiziranih sevov (legenda). Označeni so monospecifični CAZy.  
 
Podobno, kot pri analizi PVClust, dendrogram sevov s podobnimi profili CAZy, sestavljata 
dva večja skupka, in sicer: (1) vrsti B. thetaiotaomicron ter B. ovatus in (2) ostali sevi. 
Slednji (2) se deli na dva skupka, in sicer: (3) B. vulgatus in (4) ostali sevi. Slednji (4) je 
sestavljen iz dveh skupkov: (5) C. ramosum DSM 1420 in (6) ostali sevi. Vsi domnevno 
celulolitični sevi iz analize predstavljajo svoj skupek (7), ostale vrste, ki celuloze 
domnevno ne razgrajujejo, pa so ločene od njih (8).  
 
Iz dendrograma po družinah CAZy je razvidno, da GH13 predstavlja popolnoma svoj 
skupek (1). V skupek (2) spadajo vse ostale družine CAZy. Ta (2) se deli na dva skupka: 
(3)  GH2 in GH43 ter (4) vse ostale družine CAZy. 
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Slika 10: Analiza Heatmap. Vročinska mapa. CAZy - 
encimi, aktivni na ogljikovih hidratih. Zgoraj je dendrogram 
sevov s podobnim profilom CAZy, ki pove, kakšna je 
razporeditev družin CAZy pri različnih bakterijskih sevih. 
Sevi, ki imajo podoben profil CAZy, so umeščeni v iste 
skupke dendrograma.  Na levi strani je dendrogram  po 
družinah CAZy, ki pove, kako so sevi razporejeni po 
družinah CAZy. Z različnimi odtenki modre in rdeče barve 
so predstavljene točke glede na standardno vrednost Z, ki 
pove, ali je število posameznih CAZy večje ali manjše od  
povprečja. Označeni so monospecifični CAZy. Dendrogram 
sestavljata dva večja skupka, in sicer: (1) B. 
thetaiotaomicron  ter B. ovatus in (2) ostali sevi. Slednja (2) 
se deli na dva skupka, in sicer: (3) B. vulgatus in (4) ostali 
sevi. Slednji skupek (4) je sestavljen iz dveh skupkov: (5) 
C. ramosum DSM 1420 in (6) ostali sevi. Vsi domnevno 
celulolitični sevi iz analize predstavljajo svoj skupek (7), 
ostali sevi pa so v skupku (8). 
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5.3 IDENTIFIKACIJA GENOV, KI KODIRAJO KOMPONENTE PT4A (PILD, PILT, 
PILT, PILM, PILD), V GENOMU IZBRANIH BAKTERIJSKIH VRST/SEVOV 
Gene, ki kodirajo komponente PT4a (geni pil: pilB, pilT, pilC, pilD in pilM), smo 
identificirali v genomih številnih analiziranih vrst in sevov (100/118). Nobenega od genov 
pil nismo identificirali le v genomih različnih sevov iz rodu Bacteroides, sevih vrste 
Faecalibacterium prausnitzii in Veillonella parvula SHI-1. 
 
Bakterijske vrste/seve smo glede na nabor genov pil razvrstili v skupine (a-g). Glede na 
arhitekturno ohranjenost genov pil in aminokislinska zaporedja PilT ter PilB smo genske 
gruče pil razdelili v 7 podskupin. 
5.3.1 Skupina a - ohranjena genska gruča pil s prepilini 
Pri nekaterih sevih (38/118; skupina a) smo v genomih identificirali v celoti ohranjeno 
gensko gručo pil s prepilini. Slednja vsebuje vse gene pil, ki omogočajo biogenezo PT4a: 
pilB, pilT, pilC, pilM in pilD. Prepiline kodirajo geni pil, ki nimajo anotiranih homologov, 
in se nahajajo v bližnji okolici genske gruče pil ali v njej. Prikaz nabora genov pil  je v 
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Preglednica 11:  Seznam vrst/sevov z ohranjeno gensko gručo pil s prepilini (skupina a). Ohranjena genska 
gruča pil ima vse gene pil (pilB, pilC, pilT, pilM, pilD), ki omogočajo biogenezo PT4a (kategorija 1). Poleg 
ohranjene genske gruče pil imajo lahko tudi nekatere posamične gene pil, tandem pil ali krajšo gensko gručo 
pil (kategorija 2-9, 2: pilBTC, 3: pilC/T, 4: pilBMC, 5: pilBC, 6: pilB, 7: pilM, 8: pilD, 9: pilT,), ki so locirani 
ločeno od ohranjene genske gruče pil. PT4-H (kategorija 10): proteini Pil, ki imajo manjši odstotek 
identičnosti aminokislin kot produkti ohranjene genske gruče pil (glede na proteine Pil referenčnih sevov - 
4.1.4), ter so v okolici proteinov z drugačno funkcijo in homologi Pil (Gsp, Tad, Flp in Com). Kategorija 11: 
podskupina genske gruče pil (vezana na preglednico 14). Barvna skala glede na algoritem BLAST: Siva - 
produkti genov pil, ki imajo aminokislinske identičnosti s proteini Pil referenčnih sevov: PilB>38 %, PilT>38 
%, PilC>29 %, PilD>30 %, PilM>21 % (če ustrezajo vsem kriterijem), Siva - produkti genov pil, ki imajo 
aminokislinske identičnosti s proteini Pil referenčnih sevov: PilB<38 %, PilT<38 %, PilC<29 %, PilD<30 %, 
PilM<21 %. 
Vrsta/sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Eubacterium siraeum DSM 15702                     1 
Ruminococcus albus 7                     1 
Ruminococcus albus 8                     1 
Ruminococcus albus AD2013                     1 
Ruminococcus albus SY3                     1 
Ruminococcus bicirculans 80/3                     1 
Ruminococcus champanellensis 18P13                     1 
Ruminococcus flavefaciens 007c                     1 
Ruminococcus flavefaciens AE3010                     1 
Ruminococcus flavefaciens ATCC 1920                     1 
Ruminococcus flavefaciens FD-1                     1 
Ruminococcus flavefaciens MA2007                     1 
Ruminococcus flavefaciens MC2020                     1 
Ruminococcus flavefaciens ND2009                     1 
Ruminococcus sp. FC2018                     1 
Ruminococcus sp. HUN007                     1 
Ruminococcus sp. NK3A76                     1 
Ruminococcus obeum A2-162                     2 
Butyrivibrio crossotus DSM 2876                     2 
Coprococcus catus GD/7                     2 
Eubacterium rectale ATCC 33656                     2 
Eubacterium eligens ATCC 27750                     2 
Roseburia faecis M72                     2 
Ruminococcus sp. JC304                     2 
Anaerostipes caccae DSM 14662                     3 
Anaerostipes sp. 3_2_56FAA                     3 
Clostridium ramosum DSM 1402                     3 
Eubacterium limosum ATCC 8480                     3 
Eubacterium limosum KIST612                     3 
Eubacterium limosum SA11                     3 
Eubacterium sp. 3_1_31                     3 
Eubacterium sp. SB2                     3 
Bifidobacterium adolescentis 22L                     5 
Bifidobacterium adolescentis 150                     5 
Bifidobacterium adolescentis BBMN23                     5 
Bifidobacterium adolescentis L2-32                     5 
Clostridium cellulolyticum H10                     6 
Acetivibrio cellulolyticus CD2                     4 
5.3.2 Skupina b - delno ohranjena genska gruča pil s prepilini 
 
Nekateri sevi (5/118; skupina b) imajo v genomih delno ohranjeno gensko gručo pil s 
prepilini, ki ji eden ali dva gena pil, v sicer ohranjeni genski gruči pil, manjkata. Prikaz 
nabora genov pil je v preglednici 12.  
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Preglednica 12: Seznam vrst/sevov z delno ohranjeno gensko gručo pil s prepilini (skupina b, kategorija 1). 
Tej eden ali dva gena pil manjkata (kategorija 2: manjkajoči gen(i) pil v delno ohranjeni genski gruči pil). 
Poleg delno ohranjene genske gruče pil imajo lahko tudi nekatere posamične gene pil ali tandem pil 
(kategorija 3-5, 3: pilC/T, 4: pilB, 5: pilD), ki so locirani ločeno od delno ohranjene genske gruče pil. PT4-H 
(kategorija 6): proteini Pil, ki imajo manjši odstotek identičnosti aminokislin kot produkti ohranjene genske 
gruče pil (glede na proteine Pil referenčnih sevov - 4.1.4), ter so v okolici proteinov z drugačno funkcijo in 
homologi Pil (Gsp, Tad, Flp in Com). Kategorija 7: podskupina genske gruče pil (vezana na preglednico 14). 
Barvna skala glede na algoritem BLAST:  Siva - produkti genov pil, ki imajo aminokislinske identičnosti s 
proteini Pil referenčnih sevov: PilB>38 %, PilT>38 %, PilC>29 %, PilD>30 %, PilM>21 % (če ustrezajo 
vsem kriterijem), Siva - produkti genov pil, ki imajo aminokislinske identičnosti s proteini Pil referenčnih 
sevov: PilB<38 %, PilT<38 %, PilC<29 %, PilD<30 %, PilM<21 %. 
Vrsta/sev 1 2 3 4 5 6 7 
Eubacterium siraeum v10Sc8a 
 
pilC, pilT         1 
Eubacterium siraeum 70/3 
 
pilC, pilT         1 
Eubacterium rectale DSM 17629 
 
pilC         2 
Eubacterium rectale M104/1 
 
pilC         2 
Coprococcus eutactus ATCC 27759 
 
pilD         7 
5.3.3 Skupina c - razpršeni geni pil s prepilini 
V genomih nekaterih vrst in sevov (10/118; skupina c) smo identificirali gene pil s 
prepilini, ki so razpršeni (locirani na različnih mestih v genomu - lahko v gruči, tandemu 
ali posamično). Nabor genov pil je prikazan v preglednici 13. 
Preglednica 13: Seznam vrst/sevov z razpršenimi geni pil s prepilini (skupina c). Kategorija1: pilBTC, 2: 
pilBT, 3: pilCDM, 4: pilDBT, 5: pilCM, 6: pilBC, 7: pilDM, 8: pilB, 9: pilC, 10: pilM, 11: pilBD, 12: pilT. 
PT4-H (kategorija 13): proteini Pil, ki imajo manjši odstotek identičnosti aminokislin kot produkti ohranjene 
genske gruče pil (glede na proteine Pil referenčnih sevov - 4.1.4), ter so v okolici proteinov z drugačno 
funkcijo in homologi Pil (Gsp, Tad, Flp in Com). Kategorija 14: podskupina genske gruče pil (vezana na 
preglednico 14). Barvna skala glede na algoritem BLAST: Siva - produkti genov pil, ki imajo aminokislinske 
identičnosti s proteini Pil referenčnih sevov: PilB>38 %, PilT>38 %, PilC>29 %, PilD>30 %, PilM>21 % (če 
ustrezajo vsem kriterijem), Siva - produkti genov pil, ki imajo aminokislinske identičnosti s proteini Pil 
referenčnih sevov: PilB<38 %, PilT<38 %, PilC<29 %, PilD<30 %, PilM<21 %. 
Vrsta/sev 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
Ruminiclostridium thermocellum AD2                           4 
Ruminiclostridium thermocellum ATCC 
27405                           
4 
Ruminiclostridium thermocellum DSM 1313                           4 
Ruminiclostridium thermocellum JW20                           4 
Butyrivibrio fibrisolvens FE2007                           2 
Butyrivibrio fibrisolvens MD2001                           2 
Butyrivibrio fibrisolvens WTE3004                         
 
2 
Butyrivibrio fibrisolvens YRB2005                          2 
Ruminococcus flavefaciens 17                           1 
Bifidobacterium stercoris JCM 15918                           5 
5.3.4 Analiza skupin a, b in c 
Genske gruče pil sevov, ki smo jih predhodno uvrstili v skupine a-c (53/118 sevov) smo 
analizirali natančneje, saj so le-te najbolj ohranjene. Produkti genov pil bakterijskih 
vrst/sevov iz skupin a-c imajo visok odstotek aminokislinskih identičnosti (glede na 
algoritem BLAST) z referenčnimi sevi (PilB, PilT>38 %, PilC>29 %, PilM>21 % in 
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PilD>30 %). V nadaljevanju se odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij produktov 
genov pil vedno nanašajo na proteine Pil izbranih bakterij, ki imajo dokazano prisotnost 
PT4a (referenčni sevi, našteti v poglavju 4.1.4).  
 
Glede na arhitekturno ohranjenost genskih gruč pil in aminokislinska zaporedja PilT ter 
PilB smo genske gruče pil razdelili na 7 podskupin. V preglednici 14 je prikazana 
organiziranost genov pil v (ohranjenih) genskih gručah pil pri posameznih podskupinah. X, 
Y, Z so spremenljivke, ki predstavljajo različne gene pri različnih vrstah/sevih. P pomeni 
prepilin, H hipotetični protein, pil... pa zaporedje genov pil v skupku.  
Preglednica 14: Organiziranost genov pil v (ohranjenih) genskih gručah pil pri posameznih podskupinah. V 
podskupino 4 spadajo razpršeni geni pil s prepilini. P-prepilin, H-hipotetični protein, X, Y, Z - različni geni.  
Podskupina Zaporedje 
1 pilCM  X(=HHPP) pilDBT Z 
2 pilBTC X pilDM Z 
3 Y pilDCM X pilBT Z  
4 razpršeni geni pil 
5 Y pilMD H pilC X pilBT 
6 pilBTC P pilDM  
7 pilBTC X pilM Z  
5.3.4.1 Podskupina 1 
V podskupino 1 (20/53 sevov) smo uvrstili vse seve, katerih geni pil so organizirani v 
naslednjem zaporedju: pilCM  X(=HHPP) pilDBT Z. To so sevi Ruminococcus sp., ki 
imajo v genomu ohranjeno gensko gručo pil, in E. siraeum. Glede na 16S rRNA vsi 
spadajo v klostridijsko gručo IV. Odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij 
produktov genov pil s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) so v naslednjih intervalih: PilB 
57 %-65 %, PilT 57 %-70 %, PilC 40-60 %, PilD 40-57 % in PilM 46 %-59 %. Na sliki 
11a-11c so predstavljene ohranjene genske gruče pil podskupine 1. 
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slika 11 se nadaljuje
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j.   
pilTpilBpilCpilDpilM H1 P1 P2 P3
 
 
k.   
pilTpilBpilC pilD pilMH1 P1 P2 P3
 
 
l.    




pilTpilB pilC pilMP1 P2H1 P3H2 P4
 
Slika 11: Shematski prikaz ohranjenih genskih gruč pil. Natančnejši podatki o genih, ki so pri različnih sevih različni (X, Y, Z), so prikazani v prilogi G. P - prepilin, H - 
hipotetični protein, Z - različni geni pri različnih sevih, F-fimbrijski protein. a. Podskupina 1: E. siraeum, R. albus, R. bicirculans 80/3, Ruminococcus sp. FC2018, 
Ruminococcus sp. NK3A76, R. flavefaciens FD-1. b. Podskupina 1: R. champanellensis 18P13, R. flavefaciens (007c, AE3010, ATCC 19208, MA2007, MC2020, ND2009), 
Ruminococcus sp. HUN007. c. Podskupina 1: R. flavefaciens 17. d. Podskupina 2: R. obeum A2-162, B. crossotus DSM 2876, C. catus GD/7,  E. rectale, E. eligens ATCC 
27750, R. faecis M72, Ruminococcus sp. JC304. e. Podskupina 2: B. fibrisolvens. f. Podskupina 3: Eubacterium  sp. 3_1_3, Eubacterium sp. SB2, C. ramosum DSM 1402, A. 
caccae. g. Podskupina 3: E. limosum. h. Podskupina 4: A. cellulolyticus CD2. i. Podskupina 4: R. thermocellum.. j. Podskupina 5: B. adolescentis 22L, B. adolescentis 150, B. 
adolescentis BBMN23, B. adolescentis L2-32. k. Podskupina 5: B. stercoris JCM 15918. l. Podskupina 6: C. cellulolyticum H10. m. Podskupina 7: C. eutactus ATCC 27759. 
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5.3.4.2 Podskupina 2 
V podskupino 2 smo razvrstili vrste/seve, ki glede na 16S rRNA spadajo v klostridijsko 
gručo XIVa (13/53 sevov). Zaporedje genov v ohranjeni genski gruči pil je naslednje: 
pilBTC X pilDM Z. Odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij produktov genov pil s 
proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) so v naslednjih intervalih: PilB od 44-46 %, PilT 48-
51 %, PilC 31-37 %, PilD 41-45 % in PilM 23-56 %. Ohranjene genske gruče pil 
vrst/sevov R. obeum A2-162, B. crossotus DSM 2876, C. catus GD/7, E. rectale, E. eligens 
ATCC 27750, R. faecis M72, Ruminococcus sp. JC304 so prikazane na sliki 11d. B. 
fibrisolvens (slika 11e) ima gene pil s prepilini po genomu razpršene.  
5.3.4.3 Podskupina 3  
Podskupina 3 je heterogena, z zaporedjem genov pil  v genski gruči: Y pilDCM X pilBT Z. 
Sem smo uvrstili E. limosum (klostridijska gruča XV, slika 11g), Eubacterium  sp. 3_1_31 
(klostridijska gruča XVI, slika 11f), Eubacterium sp. SB2 (klostridijska gruča XIVa, slika 
11f), C. ramosum DSM 1402 (klostridijska gruča XVIII, slika 11f) in A. caccae 
(klostridijska gruča XIVa, slika 11f) (8/53 sevov). Odstotki identičnosti aminokislinskih 
zaporedij produktov genov pil s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) so v naslednjih 
intervalih: PilB od 41-43 %, PilT 46-51 %, PilC 31-34 %, PilD 32-41 % in PilM 22-29 %.  
5.3.4.4 Podskupina 4  
V podskupino 4 smo razvrstili vrsto R. thermocellum in sev A. cellulolyticus CD2 
(klostridijska gruča III, 5/53 sevov). Odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij 
produktov genov pil s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) so v naslednjih intervalih: PilB 
42-48 %, PilT 38-54 %, PilC 32-35 %, PilD 34-36 % in PilM 21-27 %. Na sliki 11h je 
prikazana shema ohranjene genske gruče pil in razpršenih genov pil s prepilini A. 
cellulolyticus ter na sliki 11i razpršeni geni pil s prepilini vrste R. thermocellum.  
5.3.4.5 Podskupina 5 
V podskupino 5 smo razvrstili vrsto B. adolescentis (5/53 sevov), ki ima naslednjo 
organizacijo genov pil v ohranjeni gruči: Y pilMD H pilC X pilBT. Odstotki identičnosti 
aminokislinskih zaporedij produktov genov pil s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4), so: 
PilB 41 %, PilT 47 %, PilC 29 % in PilD 35-37 %. B. adolescentis 22L, B. adolescentis 
150, B. adolescentis BBMN23, B. adolescentis L2-32 (slika 11j) imajo ohranjeno gensko 
gručo pil. B. stercoris JCM 15918 (slika 11k) ima gensko gručo pil razdeljeno na dva dela, 
ki sta na različnih mestih v genomu. Sevoma B. adolescentis ATCC 15703 in B. 
adolescentis DSM 20087 ohranjena genska gruča pil manjka.  
5.3.4.6 Podskupina 6  
V podskupino 6 spada C. cellulolyticum H10 (klostridijska gruča III), z zaporedjem genov 
pil v ohranjeni genski gruči: pilBTC P pilDM (slika 11l). Odstotki identičnosti 
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aminokislinskih zaporedij produktov genov pil so s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4): 
PilB 49,6 %, PilT 54,6 %, PilD 32,3 %, PilM 21,6 %, PilC 37,4 %. 
5.3.4.7 Podskupina 7  
V podskupino 7 smo uvrstili sev C. eutactus ATCC 27759, ki mu v ohranjeni genski gruči 
pil manjka gen pilD. Zaporedje genov v delno ohranjeni genski gruči pil je slednje: pilBTC 
X pilM Z (slika 11m). Odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij produktov genov pil 
so s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4): PilB 38,5 %, PilT 49,3 %, PilD 30,5 %, PilC 
33,1 % in PilM 24,6 %.  
5.3.5 Skupina d 
 
Zelo pogost je tandem genov pil, ki vsebuje le gena pilT in pilC (pilC/T). Med genoma so 
običajno trije ali štirje geni. Tandem pilC/T je prisoten tako pri vrstah, ki imajo ohranjene 
genske gruče pil, kot pri vrstah, ki le-teh nimajo. V preglednici 15 je prikazan nabor genov 
pil sevov skupine d.  
 
Preglednica 15: Seznam vrst/sevov, ki imajo v genomu prisoten tandem pilC/T (skupina d). Ločeno od le-
tega (kategorija 1) imajo prisotne lahko tudi posamične gene pil (kategorija 2-4, 2: pilB, 3: pilD, 4: pilT) ali 
PT4-H (kategorija 5). PT4-H: proteini Pil, ki imajo manjši odstotek identičnosti aminokislin kot produkti 
ohranjene genske gruče pil (glede na proteine Pil referenčnih sevov - 4.1.4), ter so v okolici proteinov z 
drugačno funkcijo in homologi Pil (Gsp, Tad, Flp in Com). Barvna skala glede na algoritem BLAST:  Siva - 
produkti genov pil, katerih aminokislinske identičnosti s proteini Pil referenčnih sevov, so: PilB>38 %, 
PilT>45 %, PilC>24 %, PilD>30 %, PilM>21 %, Siva - produkti genov pil, katerih aminokislinske 
identičnosti s proteini Pil referenčnih sevov, so: PilB<38 %, PilT<49 %, PilC<25 %, PilD<30 %, PilM<21 %. 
Vrsta/sev 1 2 3 4 5 Vrsta/sev 1 2 3 4 5 
Anaerostipes hadrus SSC-2           Eubacterium ramulus ATCC 29099           
Anaerostipes hadrus DSM 3319           Faecalitalea cylindroides T2-87           
Anaerostipes hadrus PEL 85           Roseburia inulinivorans L1-83           
Butyrivibrio fibrisolvens 16/4           Roseburia inulinivorans DSM 16841           
Eubacterium hallii DSM 3353           Ruminococcus sp. DSM 100440           
Ruminococcus sp. SR1/5           
5.3.6 Skupina e 
 
Fibrobacter succinogenes subsp. succinogenes S85 smo razvrstili v svojo skupino. Pri sevu 
nismo identificirali ohranjene genske gruče pil, a ima posamične gene pil. Produkti genov 
pil so: (1) PilC/T (PilC 29,4 % in PilT 46,1 %), (2) PilB (38 %), (3) PilD (34,7 %) in (4) 
PilT (43,2 %). V oklepajih so napisani odstotki aminokislinskih identičnosti s proteini Pil 
referenčnih sevov (4.1.4). 
5.3.7 Skupina f 
 
Pri nekaterih vrstah/sevih (preglednica 16, 22/118 sevov; skupina f) smo identificirali le 
posamezne gene pil ali tandem genov pil, ki imajo nizke aminokislinske identičnosti 
produktov genov pil s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4): PilB in PilT<38 %, PilC<29 
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%, PilM<21 % in PilD<30 %. V genomu nimajo ohranjene genske gruče pil. Posamični 
geni pil so lahko komponente PT4-H, saj so v okolici genov z drugačno funkcijo kot PT4. 
Preglednica 16: Seznam vrst/sevov s posamičnimi geni pil z nizkimi aminokislinskimi identičnostmi 
produktov posamičnih genov pil s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) (skupina f). Kategorija 1: pilB, 2: 
pilD, 3: pilDB. PT4-H (kategorija 4): proteini Pil, ki imajo manjši odstotek identičnosti aminokislin kot 
produkti ohranjene genske gruče pil (glede na proteine Pil referenčnih sevov), ter so v okolici proteinov z 
drugačno funkcijo in homologi Pil (Gsp, Tad, Flp in Com). Barvna skala glede na algoritem BLAST: S  - - 
PilB, PilT<38 %, PilC<29 %, PilM<21 % in PilD<30 %. 
Vrsta/sev 1 2 3 4 Vrsta/sev 1 2 3 4 
Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703         Ruminococcus gnavus AGR2154         
Bifidobacterium adolescentis DSM 20087         Ruminococcus gnavus ATCC 29149         
Ruminococcus torques 2789STDY5834889         Ruminococcus gnavus CC55_001C         
Ruminococcus torques L2-14         Coprococcus sp. HPP0048         
Ruminococcus torques ATCC 27756         Coprococcus sp. HPP0074         
Eubacterium rectale T1-815         Eubacterium sp. 14-2         
Roseburia intestinalis M50/1         Eubacterium sp. AB3007         
Roseburia intestinalis L1-82         Eubacterium sp. ER2         
Roseburia intestinalis XB6B4         Faecalitalea cylindroides ATCC 27803         
Ruminococcus bromii L2-63         Roseburia hominis A2-183         
Ruminococcus sp. AT10         Ruminococcus sp. 5_1_39BFAA         
5.3.8 Skupina g 
Pri nekaterih vrstah/sevih (preglednica 17, 12/118 sevov; skupina g) smo identificirali le 
posamezne gene pil, tandem genov pil ali gensko gručo pil (3 geni pil, brez prepilinov) z 
visokimi odstotki aminokislinskih identičnosti produktov teh genov s proteini Pil 
referenčnih sevov (4.1.4) (PilB in PilT>38 %, PilC>29 %, PilM>21 % in PilD>30 %). Ti 
sevi nimajo ohranjene genske gruče pil s prepilini. Posamični geni pil so lahko del PT4-H. 
 
Preglednica 17: Seznam vrst/sevov s posamičnimi geni pil z visokimi aminokislinskimi identičnostmi 
produktov genov pil s proteini Pil referenčnih sevov (4.1.4) (skupina g). Kategorija 1: pilBTC, 2: pilBC, 3: 
pilDT, 4: pilCTD, 5: pilB. PT4-H (kategorija 6): proteini Pil, ki imajo manjši odstotek identičnosti 
aminokislin kot produkti ohranjene genske gruče pil (glede na proteine Pil referenčnih sevov), ter so v okolici 
proteinov z drugačno funkcijo in homologi Pil (Gsp, Tad, Flp in Com). Barvna skala glede na algoritem 
BLAST: S   - - PilB in PilT>38 %, PilC>29 %, PilM>21 % in PilD>30 % (vsaj eden od genov pil v 
gruči/tandemu ustreza kriteriju), S   - - PilB in PilT<38 %, PilC<29 %, PilM<21 % in PilD<30 %. 
Vrsta/sev 1 2 3 4 5 6 Vrsta/sev 1 2 3 4 5 6 
Intestinibacter bartlettii 
2789STDY5834879             
Megasphaera elsdenii 24-50 
            
Intestinibacter bartlettii DORA_8_9             Megasphaera elsdenii DSM 20460             
Intestinibacter bartlettii DSM 16795             Megasphaera elsdenii T81             
Eubacterium xylanophilum ATCC 35991             Veillonella parvula DNF00876             
Dialister succinatiphilus YIT 11850             Veillonella parvula DSM 2008             
Ruminococcus obeum ATCC 29174             Veillonella parvula HSIVP1             
Megasphaera elsdenii 14-14         
 
  
       
5.4 HORIZONTALNI PRENOS PT4 
Preverili smo možnost horizontalnega prenosa genske gruče pil med sevi v analizi. Glede 
na razmerje med odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij PilB ali PilT in povprečno 
identičnostjo aminokislin v celotnem genomu (AAI) posameznega bakterijskega para smo 
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določili, kateri pari so kandidati za horizontalni prenos. Na histogram smo umestili 
odstotke aminokislinske identičnosti PilB in PilT k odstotkom AAI. Naredili smo dva 
histograma, in sicer prvega za rod Ruminococcus (slika 12a), kjer so znotrajrodovne 
primerjave in drugega za ostale kandidatne seve, kjer so znotrajrodovne in medrodovne 
primerjave (slika 12b).  Vrednost AAI  (v CompareM) ima velik standardni odklon, zato 
smo ga dodali na histogram. Odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij PilB in PilT 
hkrati v nobenem primeru ne presežejo zgornje meje vrednosti AAI s standardnim 
odklonom za več kot 10 %.  
 
a.  
slika 12 se nadaljuje 
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nadaljevanje slike 12 
b.  
Slika 12: Histogram odstotkov aminokislinske identičnosti PilB in PilT, umeščeni k odstotkom AAI pri 
bakterijskih parih. Odstotki identičnosti aminokislinskih zaporedij PilB in PilT hkrati v nobenem primeru ne 
presežejo zgornje meje vrednosti AAI s standardnim odklonom za več kot 10 %. AAI - povprečna identičnost 
aminokislin celotnega genoma para bakterij. a. 1: R. flavefaciens 007c - R. champanellensis 18P13, 2: R. 
flavefaciens FD-1 - R. champanellensis 18P13,3: Ruminococcus  sp. FC2018 - Ruminococcus sp. NK3A76, 
4: R. bicirculans 80/3 - Ruminococcus  sp. NK3A76, 5: R. albus 7 - Ruminococcus  sp. NK3A76, 6: 
Ruminococcus  sp. NK3A76 - R. albus 8, 7: R. albus 7 - Ruminococcus  sp. FC2018, 8: Ruminococcus  sp. 
FC2018 - R. albus 8, 9: R. bicirculans 80/3 - R. albus 7, 10: R. bicirculans 80/3 - R. albus 8, 11: R. 
bicirculans 80/3 - Ruminococcus  sp. FC2018, 12: R. flavefaciens FD-1 - R. flavefaciens 007c, 13: R. albus 7 
- R. albus 8. b. 1: Eubacterium  sp. 3_1_31 - E. limosum ATCC 8480, 2: Eubacterium sp. 3_1_31 - A. caccae 
DSM 14662, 3: B. crossotus DSM 2876 - A. cellulolyticus CD2, 4: Eubacterium  sp. 3_1_31 - C. ramosum 
DSM 1402, 5: A. caccae DSM 14662 - E. limosum ATCC 8480, 6: R. obeum A2-162 - C. catus GD-7, 7: C. 
catus GD-7 - Ruminococcus sp. JC30. 
Odstotki identičnosti celotne genske gruče pil med kandidatnimi bakterijskimi pari za vsak 
posamezni gen pil, pridobljeni z algoritmom BLASTP, ne kažejo na horizontalni prenos, 
saj noben par bakterij nima genske gruče pil značilno bolj ohranjene od okoliških genov. 
Prav tako nismo ugotovili pomembnih odstopanj deleža GC od povprečja v genski gruči 
pil, kar bi lahko kazalo na horizontalni prenos, pri nobenem sevu iz skupin a-c.  
5.5 »IN VITRO« PREVERJANJE NAPOVEDANE SUBSTRATNE SPECIFIČNOSTI Z 
GOJITVENIMI METODAMI 
V prvem delu naloge smo substratno specifičnost napovedali z analizo bioinformatskih 
podatkov (identifikacija nabora CAZy, preglednica 10). Za eksperimentalno analizo z 
gojitvenimi metodami smo nato izbrali 5 sevov in preverili, ali napovedane substratne 
specifičnosti držijo (preverjanje koncepta, prikazano v preglednici 10). 
 
Seve smo pod anaerobnimi pogoji gojili v tekočih gojiščih M2/YCFA z dodanimi testnimi 
substrati (preglednica 4) in v tekočih gojiščih M2/YCFA brez dodanih testnih substratov 
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(M2-/YCFA-). Rast seva na posameznem testnem substratu smo določili tako, da smo 
povprečni vrednosti OD654 treh paralelk, izmerjeni pri kulturi s testnim substratom, odšteli 
povprečno vrednost OD654 treh paralelk, izmerjeni pri kulturi, ki je rasla v gojišču brez 
dodanega testnega substrata (ΔOD654). Rast na agarozi smo spremljali vizualno (ni 
rasti/šibka/opazna/močna) in ne spektrofotometrično, saj je gojišče s tem substratom pri 
temperaturi inkubacije trdno. 
 
Ob nacepljanju sevov na gojišča s testnimi substrati smo za kontrolo morebitne 
kontaminacije s fakultativno anaerobnimi bakterijami uporabili ploščo hranilnega agarja, ki 
smo jo inkubirali pod aerobnimi pogoji. V nobenem primeru ni prišlo do okužbe s 
fakultativno anaerobnimi bakterijami, saj se rast pri nobenem sevu ni pojavila (priloga I1). 
Ker je verjetnost za okužbo s striktno anaerobnimi bakterijami izjemno majhna, slednjega 
nismo preverjali. 
5.5.1 Preverjanje napovedane substratne specifičnosti v gojišču M2 
5.5.1.1 Eubacterium siraeum 70/3  
Na sliki 13 so predstavljene rastne krivulje E. siraeum 70/3 (priloga I2) na testnih 
substratih. Sev je najbolje rastel na galaktomananu, saj je v 24 urah optična gostota kulture 
dosegla vrednost ΔOD654=1,308, in na glukomananu, kjer je le-ta dosegla vrednost 
ΔOD654=1,153. Na β-glukanu je bila rast v primerjavi z gluko/galaktomananom nekoliko 
počasnejša, saj smo največjo vrednost ΔOD654 izmerili šele drugi dan (1,190). Vrednosti 
ΔOD654 so se po tretjem dnevu pri kulturah z opisanimi tremi substrati močno znižale, kar 
je posledica naraščanja vrednosti OD654 M2- (0,250<OD654>0,260). Takšna rast ni 
posledica testnega substrata, temveč ostalih sestavin gojišča. 
 
Rasti na škrobu nismo mogli eksperimentalno potrditi, saj se je pojavilo večje odstopanje 
izmerjenih vrednosti ΔOD654 med paralelkami. V eni paralelki je sev zrastel do 
eksponentne faze (6. dan: ΔOD654=0,923), v ostalih dveh pa slabše (najvišji vrednosti 
ΔOD654: (1) 9. dan: 0,225 in (2) 7. dan: 0,048). Da bi ugotovili kaj je ozadje neenake rasti 
seva v paralelkah z enakim substratom, smo preverili ali je morda vzrok v kontaminaciji 
kultur s fakultativnimi anaerobi. Aerobna rast na plošči hranilnega agarja se ni pojavila pri 
nobeni paralelki škroba (priloga I1). Po tem, ko smo izključili možnost kontaminacije s 
fakultativnimi anaerobi, smo preverili še, ali se kulture razlikujejo v vrednostih pH. 
Vrednosti pH nacepljenih gojišč škroba so bile znotraj paralelk različne (priloga I3), in 
sicer, tam kjer je sev zrastel (ΔOD654>0,6), je bila vrednost pH=6,5 (glukomanan, paralelka 
škroba), kjer pa ni (ΔOD654<0,6), je bila vrednost pH=7,5 (dve paralelki škroba). Na 
ostalih substratih (pektin, alginat, ksilan, inulin, filter papir in CMC) rasti nismo zaznali, 
saj so vrednosti ΔOD654 ostale blizu 0. Na agarozi nismo opazili večje rasti kot v 
kontrolnem gojišču. Povprečne vrednosti ΔOD654 paralelk so prikazane v prilogi J.  
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Slika 13: Rastne krivulje Eubacterium siraeum 70/3 na testnih substratih. Sev je rastel na 
gluko/galaktomananu in β-glukanu (ΔOD654>0,6). Na škrobu so bile izmerjene vrednosti ΔOD654 različnih 
paralelk različne. Na ostalih substratih sev ni zrastel. ΔOD654 - razlika med povprečno vrednostjo OD654 treh 
paralelk kulture v testnem substratu in povprečno vrednostjo OD654 treh paralelk kulture v enakem gojišču 
brez dodanega testnega substrata. 
Rezultati bioinformatske in laboratorijske analize (preglednica 18) potrjujejo, da sev lahko 
raste na gluko/galaktomananu in β-glukanu. Z eksperimentom smo tako potrdili domnevo, 
da E. siraeum 70/3 lahko raste na β-glukanu, glukomananu in galaktomananu. Za škrob so 
rezultati neskladni, saj se je eksponentna rast pojavila le v eni paralelki. Za ostale substrate 
(pektin, alginat, ksilan, inulin, filter papir, agaroza in CMC) smo napovedali, da sev na njih 
ne raste, kar smo tudi eksperimentalno dokazali. 
Preglednica 18: Primerjava rezultatov bioinformatske napovedi substratne specifičnosti z rezultati gojitvenih 
metod za sev Eubacterium siraeum 70/3. Zela - sev na substratu raste, ru a - obstaja možnost za rast na 
substratu, rdča - sev na substratu ne raste. Rezultati za β-glukan, gluko/galaktomanan, na katerih je sev rastel, 
se ujemajo, za škrob pa so neskladni (rast se je pojavila le v eni od treh paralelk).  
 




manan Alginat Agaroza 
Napoved 
         Eksperiment 
         
5.5.1.2 Roseburia faecis M72 
   
Rast seva R. faecis M72 (priloga I4) na testnih substratih smo predstavili z rastnimi 
krivuljami (slika 14). Sev je najbolje rastel na β-glukanu in škrobu (najvišji vrednosti 
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ΔOD654 je dosegel ob času t=24 ur na β-glukanu (1,434) in škrobu (1,406)). Nekoliko nižje 
vrednosti ΔOD654 je optična gostota kulture ob istem času dosegla na galaktomananu 
(1,351) in glukomananu (1,253). V naslednjih dneh so se vrednosti ΔOD654 na teh 
substratih nekoliko znižale, kar je razvidno iz slike 14. Na inulinu je sev rastel počasneje. 
Drugi dan po nacepitvi je bila vrednost ΔOD654=0,760, najvišjo vrednost ΔOD654 pa je sev 
dosegel šesti dan (1,105) in slednja se v naslednjih dneh ni več bistveno spremenila. Na 
ksilanu je sev rastel zelo šibko. Najvišjo vrednost ΔOD654 je kultura na tem substratu 
dosegla drugi dan (0,416), v naslednjih dneh pa se je le-ta nekoliko znižala 
(0,288<ΔOD654>0,312). Na pektinu smo izmerili nekoliko višje vrednosti OD654 kot pri 
kontrolnih kulturah M2- (3. dan: ΔOD654=0,155). Na ostalih substratih (filter papir, alginat 
in CMC) sev ni zrastel (vrednosti ΔOD654 ostale blizu 0). Na agarozi nismo opazili večje 
rasti kot v kontrolnem gojišču. Povprečne vrednosti ΔOD654 so prikazane v prilogi K.  
 
Slika 14: Rastne krivulje Roseburie faecis M72 na testnih substratih. Sev je rastel na gluko/galaktomananu, 
β-glukanu, škrobu in inulinu (ΔOD654>0,6). Na ksilanu je rastel šibkeje (ΔOD654<0,6). Na ostalih substratih 
sev ni rastel. ΔOD654 - razlika med povprečno vrednostjo OD654 treh paralelk kulture v testnem substratu in 
povprečno vrednostjo OD654 treh paralelk kulture v enakem gojišču brez dodanega testnega substrata. 
Rezultati bioinformatske in laboratorijske analize (preglednica 19) potrjujejo, da sev lahko 
raste na škrobu in šibkeje na ksilanu. Dokazali smo še, da sev lahko raste tudi na β-glukanu 
ter gluko/galaktomananu, česar z bioinformatsko analizo nismo mogli napovedati. Na 
inulinu je sev rastel sicer počasneje, a so bile izmerjene vrednosti ΔOD654>0,6, kar pomeni, 
da je dosegel eksponentno fazo rasti, česar z bioinformatsko analizo nismo mogli 
napovedali. Za ostale substrate (filter papir, alginat, agaroza in CMC) smo napovedali, da 
sev na njih ne raste, kar smo dokazali tudi z laboratorijsko analizo. 
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Preglednica 19: Primerjava rezultatov bioinformatske napovedi substratne specifičnosti z rezultati gojitvenih 
metod za sev Roseburia faecis M72. Zena - sev na substratu raste, rum  - verjetnost za rast na substratu je 
majhna (B) oz. rast na substratu je dokazano šibka (L), rdeč - sev na substratu ne raste. Potrdili smo hipotezo, 
da sev lahko raste na škrobu in šibkeje na ksilanu. Dokazali smo tudi, da sev lahko raste na β-glukanu, 
inulinu in gluko/galaktomananu, česar nismo mogli napovedati. Ostalih substratov sev dokazano ne 
razgrajuje, kar smo napovedali tudi z bioinformacijsko analizo.  
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5.5.2 Preverjanje napovedane substratne specifičnosti v gojišču YCFA 
5.5.2.1 Ruminococcus bicirculans 80/3 
Rast seva R. bicirculans 80/3 (priloga I5) na testnih substratih je predstavljena na sliki 15. 
Sev je do največje optične gostote zrastel na β-glukanu. Najvišjo vrednost ΔOD654 smo 
izmerili tretji dan (1,370) in ta se v naslednjih dneh ni bistveno spremenila. Na 
glukomananu (ΔOD654=1,073) in galaktomananu (ΔOD654=1,078) je sev najvišji vrednosti 
ΔOD654 dosegel prvi dan po nacepitvi. V naslednjih dneh se vrednosti ΔOD654 na tem 
substratu niso bistveno spremenile. Na ostalih substratih (ksilan, pektin, CMC, škrob, 
inulin, filter papir in alginat) sev ni zrastel, saj so vrednosti ΔOD654 ostale blizu 0. Na 
agarozi sev ni zrastel. Povprečne vrednosti ΔOD654 so prikazane v prilogi L.  
 
Slika 15: Rastne krivulje Ruminococcus bicirculans 80/3 na testnih substratih. Sev je rastel na β-glukanu, 
glukomananu in galaktomananu (ΔOD654>0,6). Na ostalih substratih ni zrastel. ΔOD654 - razlika med 
povprečno vrednostjo OD654 treh paralelk kulture v testnem substratu in povprečno vrednostjo OD654 treh 
paralelk kulture v enakem gojišču brez dodanega testnega substrata. 
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Eksperimentalno smo dokazali domnevo, da sev lahko raste na β-glukanu ter 
gluko/galaktomananu. Potrdili smo tudi hipotezo, da sev ostalih substratov (ksilan, pektin, 
CMC, agaroza, škrob, inulin, filter papir in alginat) ne razgrajuje (preglednica 20). 
Preglednica 20: Primerjava rezultatov bioinformatske napovedi substratne specifičnosti z rezultati gojitvenih 
metod za sev Ruminococcus bicirculans 80/3. Zela - sev na substratu raste, rdea - sev na substratu ne raste. 
Eksperimentalno smo dokazali domnevo, da sev lahko raste na β-glukanu ter gluko/galaktomananu. Potrdili 
smo tudi hipotezo, da sev ostalih substratov ne razgrajuje. 
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5.5.2.2 Anaerostipes caccae L1-92 
 
Ugotovili smo, da A. caccae L1-92 (priloga I6) v danih pogojih ne raste na nobenem 
testnem substratu. Vrednost ΔOD654 namreč nikjer ni presegla 0,1. Rezultati so 
predstavljeni z rastnimi krivuljami (slika 16). Na agarozi sev ni zrastel. Povprečne 
vrednosti ΔOD654 so prikazane v prilogi M.   
 
 
Slika 16: Rastne krivulje Anaerostipes caccae L1-92 na testnih substratih. Sev v danih eksperimentalnih 
pogojih ni zrastel na nobenem substratu (ΔOD654<0,1). ΔOD654 - razlika med povprečno vrednostjo OD654 
treh paralelk kulture v testnem substratu in povprečno vrednostjo OD654 treh paralelk kulture v enakem 
gojišču brez dodanega testnega substrata. 
Za škrob smo na osnovi CAZy napovedali, da obstaja možnost, da ga bo sev razgrajeval, a 
smo eksperimentalno pokazali, da le-tega ne razgrajuje (pri naših eksperimentalnih 
pogojih). Dokazali smo, da na nobenem od ostalih substratov (ksilan, pektin, inulin, filter 
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papir, β-glukan, gluko/galaktomanan, agaroza, CMC in alginat) sev ni rastel, kar smo 
napovedali tudi z bioinfomatskimi metodami (preglednica 21). 
Preglednica 21: Primerjava rezultatov bioinformatske napovedi substratne specifičnosti z rezultati gojitvenih 
metod za sev Anaerostipes caccae L1-92. Rča - sev na substratu ne raste, runa - obstaja možnost, da sev raste 
na substratu. Rezultati se ne ujemajo pri škrobu. Potrdili pa smo hipotezo, da sev ostalih substratov ne 
razgrajuje.  
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5.5.2.3 Bifidobacterium adolescentis L2-32 
 
Na sliki 17 smo z rastnimi krivuljami predstavili rast seva B. adolescentis L2-32 (priloga 
I7) na testnih substratih. Sev je najbolje rastel na škrobu. V času t=24 ur je optična gostota 
kulture na tem substratu dosegla vrednost ΔOD654=1,050 in dosegla najvišjo vrednost 13. 
dan (1,416). Na inulinu je sev rastel šibkeje. Najvišjo vrednost ΔOD654 smo izmerili šesti 
dan (0,588), a se le-ta potem ni več bistveno spremenila. Na ostalih substratih (β-glukan, 
CMC, gluko/galaktomanan, alginat, pektin, ksilan, agaroza in filter papir) v danih 
eksperimentalnih pogojih sev ni zrastel, saj so vrednosti ΔOD654 ostale blizu 0. Povprečne 
vrednosti ΔOD654 so prikazane v prilogi N. 
 
Slika 17: Rastne krivulje Bifidobacterium adolescentis L2-32 na testnih substratih. Sev je zrastel na škrobu in 
inulinu (ΔOD654>0,6). Na ostalih substratih ni rastel. ΔOD654 - razlika med povprečno vrednostjo OD654 treh 
paralelk kulture v testnem substratu in povprečno vrednostjo OD654 treh paralelk kulture v enakem gojišču 
brez dodanega testnega substrata. 
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Dokazali smo hipotezo (preglednica 22), da sev lahko raste na škrobu in šibkeje na inulinu. 
Rezultati bioinformatske in eksperimentalne analize se ne ujemajo pri β-glukanu, za 
katerega smo napovedali, da obstaja majhna možnost za razgradnjo, a smo dokazali, da ga 
sev ne razgrajuje. Prav tako smo potrdili domneve, da ostalih substratov (CMC, 
gluko/galaktomanan, alginat, pektin, ksilan, agaroza in filter papir) sev ne razgrajuje.  
Preglednica 22:  Primerjava rezultatov bioinformatske napovedi substratne specifičnosti z rezultati gojitvenih 
metod za sev Bifidobacterium adolescentis L2-32. Zela - sev na substratu raste, ruma - verjetnost za rast na 
substratu je majhna (B) oz. rast na substratu je dokazano šibka (L), rdča - sev na substratu ne raste. Potrdili 
smo hipotezo, da sev lahko raste na škrobu in šibkeje na inulinu. Dokazali smo, da sev v danih 
eksperimentalnih pogojih ne raste na β-glukanu, česar z bioinformacijsko analizo nismo mogli napovedati.  
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Vpliv vrste gojišča (M2GSC/YCFAGSC) in vrednost pH na dinamiko rasti analiziranih 
sevov sta prikazana v prilogi O. 
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PT4a so dobro preučeni pri Gram-negativnih bakterijah. Zasledili pa smo le nekaj študij o 
PT4a pri Gram-pozitivnih bakterijah (Duranti in sod., 2014; Imam in sod., 2011; 
Rakotoarivonina in sod., 2005; Varga in sod., 2006; Vodovnik in sod., 2013; Wegmann in 
sod., 2013). PT4a imajo številne funkcije (Conrad, 2012; Maier in Wong, 2015), med 
drugim so domnevno eden izmed faktorjev za vezavo bakterij na celulozo (Burnet in sod., 
2015; Jun in sod., 2007; Rakotoarivonina in sod., 2005; Varga in sod., 2006; Vodovnik in 
sod., 2013). Nekatere študije kažejo, da bi lahko bili PT4a pomemben faktor  pri razgradnji 
celuloze, ki ima ogromen biotehnološki potencial (Sadhu in Maiti, 2013). 
 
Magistrska naloga je sestavljena iz bioinformatske in laboratorijske analize. Z 
bioinformatskimi orodji smo preučili prisotnost genov, ki kodirajo komponente PT4a (geni 
pil), in zapisov za CAZy v genomih izbranih bakterijskih vrst in sevov. S podatki o zapisih 
za CAZy, podprtimi z znanstveno literaturo, smo napovedali substratno specifičnost 
analiziranih sevov (preglednica 10). Da bi potrdili »in silico« napovedi substratnih 
specifičnosti, smo glede na rezultate bioinformatske analize izbrali pet sevov (z različno 
ohranjenimi genskimi gručami pil) ter analizirali njihovo rast še z gojitvenimi metodami.  
 
Pri izbranih sevih smo preverili ustreznost taksonomske uvrstitve v bazi NCBI Taxonomy 
s programom Jspecies in analizo zaporedij 16S rRNA. Ustreznost taksonomske umestitve 
je potrebno preveriti, saj so številne bakterije v omenjeni bazi uvrščene na osnovi 
biokemijskih testov, ki so bili glavna metoda klasifikacije v preteklosti, in ne z 
molekularnimi metodami, kot to poteka danes (Rossello-Moora in Amann 2015). V analizi 
smo ugotovili, da številni sevi v bazi NCBI Taxonomy niso ustrezno uvrščeni. Pri 14 sevih 
smo ugotovili, da gre za nove vrste, in pri 7 sevih smo ugotovili, da bi bilo potrebno 
reklasificirati rod. S filogenetsko analizo smo lahko v primerih, kjer vrsta predhodno še ni 
bila določena (sp.), ugotovili za katero vrsto gre v 5 primerih. Nova taksonomska 
umeščenost je prikazana v prilogi G. 
 
Posamične gene pil in (ohranjene) genske gruče pil smo identificirali pri številnih 
analiziranih Gram-pozitivnih bakterijah prebavil ter bakterijah iz zunanjih habitatov. 
Bakterijske vrste in seve smo glede na nabor genov pil (100/118 sevov) razvrstili v skupine 
a-g. V skupine a-c smo uvrstili seve (53/118) z ohranjenimi genskimi gručami pil s 
prepilini. Te sestavljajo geni pil, katerih produkti imajo odstotke aminokislinskih 
identičnosti s proteini Pil izbranih bakterij, ki imajo dokazano prisotnost PT4 (referenčni 
sevi, poglavje 4.1.4): PilB, PilT>38 %, PilC>29 %, PilM>21 % in PilD>30 %. Ugotovili 
smo, da so ATPaze (PilB in PilT) najbolj ohranjene. Slednje je posledica njihove funkcije. 
ATPaze so encimi, ki katalizirajo hidrolizo ATP in s tem tvorijo energijo. Homologi 
ATPaz so prisotni tudi v  nekaterih drugih sistemih s komponentami homolognimi PT4 
(sekrecijski sistem tipa II, arhejski flageli, transformacijski sistem bakterij) (Peabody in 
sod., 2003). Ohranjene genske gruče pil iz skupin a-c smo, glede na arhitekturno 
ohranjenost in aminokislinska zaporedja ohranjenih genov, razdelili v 7 podskupin.  
Zanimalo nas je, ali so genske gruče bolj podobne med filogenetsko bližjimi sevi, ali se 
njihova podobnost odraža v substratni specifičnosti analiziranih sevov in če so vzorci 
specifični za prebavni ekosistem ali se prenesejo tudi izven njega. 
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Arhitekturne značilnosti ohranjenih genskih gruč pil ter ohranjenost aminokislinskih 
zaporedij produktov ohranjenih genskih gruč pil najbolje skladajo s sorodstvenimi 
relacijami med bakterijami, a je tudi nekaj izjem. V podskupini 1 so sevi iz klostridijske 
gruče IV, v podskupini 2 sevi iz klostridijske gruče XIVa, v podskupini 4 sevi iz 
klostridijske gruče III in v podskupini 5 sevi iz debla Actinobacteria. Podskupina 6 
(klostridijska gruča III) in 7 (klostridijska gruča XIVa) imata po enega predstavnika. 
Podskupina 3 je heterogena, saj vanjo spadajo sevi, ki so med seboj filogenetsko različno 
oddaljeni. Rezultati analiz kažejo, da imajo bolj sorodne bakterije bolj podobne gruče 
genov pil, torej domnevno bolj podoben sistem PT4.  
 
Peabody in sod. (2003) ugotavljajo, da je skozi evolucijski razvoj bakterij prišlo do 
številnih horizontalnih prenosov PT4. Med prokarionti in arhejami se horizontalni prenos 
PT4 verjetno ni pojavil v zadnjih dveh milijonih let, saj so le-ti zelo raznoliki v zaporedjih. 
V evkariontih niso našli homologov PT4, kar pomeni, da se verjetno horizontalni transfer 
med prokarionti in evkarionti ni pojavil (Peabody in sod., 2003). Naše analize 
horizontalnega prenosa genske gruče pil med sevi so pokazale, da gre pri analiziranih 
bakterijah najverjetneje le za evolucijsko ohranjene gene, in ne za horizontalni transfer.  
 
V genomih izbranih sevov smo analizirali profile CAZy. Preučili smo monospecifične 
družine CAZy in tiste, ki so glede na eksperimentalne podatke, vpletene v razgradnjo 
naslednjih substratov: škrob, celuloza, ksilan, pektin, N,O-glikani, α-manan, fruktan, 
alginat, glukomanan, galaktomanan, dekstran, karagenan, agaroza in trehaloza. Glavni vir 
podatkov o substratnih specifičnostih posameznih CAZy je bila baza podatkov CAZy 
(Lombard in sod., 2014). Predpostavili smo, da bakterije, ki imajo večje število zapisov za 
posamezne monospecifične oz. značilne CAZy, ta substrat lahko razgrajujejo. Napovedi 
smo podprli s podatki iz znanstvene literature. Rezultati domnevne substratne specifičnosti 
sevov so v preglednici 10. Na sliki 8 je prikazan dendrogram PVClust, kjer so razvrščeni 
sevi glede na profile CAZy. Tisti sevi, ki imajo podobne profile CAZy, so na dendrogramu 
bližje skupaj oz. so v istem skupku. Potrdili smo, da celulolitični sevi sestavljajo svoj 
skupek z 92 % verjetnostjo (AU p-vrednost). Celulolitične bakterije so: A. cellulolyticus 
CD2 (Dassa in sod., 2012; Hamberg in sod., 2014), F. succinogenes subsp. succinogenes 
S85 (Jun in sod., 2007), R. thermocellum (Dassa in sod., 2012; Deng in sod., 2015; Xu in 
sod. in sod., 2016), R. albus (Christopherson in sod., 2014; Pavlostathis in sod., 1988; 
Devillard in sod., 2004; Iakiviak in sod., 2016; Stack in sod., 1983; Miron in sod., 1998; 
Wood in sod., 1982), R. flavefaciens (Miller in sod., 2009; Rasmussen in sod., 1988; Shi in 
Weimer, 1992; Latham in sod., 1978; Collings in Yokoyama in sod., 1980; Vodovnik in 
sod., 2013; Gardner in sod., 1987; Rinco in sod., 2004), R. champanellensis 18P3 
(Chassard in sod., 2012; Moraïs in sod., 2015) in domnevno Ruminococcus sp. HUN007. Z 
analizo NMDS (slika 9) smo vizualizirali, kakšna je podobnost profilov CAZy med 
različnimi sevi. Tudi pri tej analizi so vsi celulolitični sevi v svojem skupku (levo zgoraj). 
Rezultati analize kažejo, da so analizirani sevi iz rodu Bacteroides generalisti in 
razgrajujejo širok repertoar substratov (skupek na sredini levo). V istem skupku (desno 
zgoraj) sta vrsti V. parvula in D. succinatophilus, ki sta asaharolitični vrsti in ogljikovih 
hidratov ne razgrajujeta (Gronow in sod. 2010; Morotomi in sod. 2008).  
 
Za analizo domnevne substratne specifičnosti z gojitvenimi metodami smo izbrali seve, ki 
imajo (različno) ohranjeno gensko gručo pil: E. siraeum 70/3, R. faecis M72, R. 
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bicirculans 80/3, A. caccae L1-92 in B. adolescentis L2-32. Želeli smo preučiti, če se nabor 
zapisov za CAZy dejansko odraža v substratni specifičnosti (specializiranosti) bakterijskih 
sevov/vrst.  
 
Z gojitvenimi metodami smo potrdili hipotezo, da E. siraeum 70/3 lahko raste na 
glukomananu in galaktomananu (v genomu ima zapise za 6 GH26 in 1 GH27, ki so encimi, 
specifični za ta dva substrata). V genomu smo identificirali tudi zapise za 12 GH5 in 3 
GH3, na osnovi česar smo predpostavili, da sev lahko raste na β-glukanu, kar smo tudi 
potrdili. Za substrate inulin, ksilan, pektin, CMC, agaroza, alginat in filter papir smo na 
osnovi števila CAZy napovedali, da jih sev ne razgrajuje, kar smo eksperimentalno tudi 
potrdili. Pri sevu smo identificirali zapise za CAZy, ki razgrajujejo škrob (skupaj 9, od tega 
6 GH13) ter napovedali, da obstaja možnost, da sev le-tega razgrajuje. Iz rezultatov 
laboratorijske analize ne moremo zaključiti, ali sev zares razgrajuje škrob, saj smo rast 
zaznali le v eni paralelki. Slednje bi lahko bilo tudi posledica okužbe. Morebitno okužbo s 
fakultativnimi anaerobi smo izključili pri vseh paralelkah škroba. Sev bi lahko bil okužen 
tudi s striktnimi anaerobi, a je verjetnost za to precej majhna, saj je delo potekalo izven 
anaerobne komore, na zraku. Za opisane rezultate bi lahko bili vzrok tudi drugačni pogoji v 
gojišču med paralelkami istega testnega substrata. Pri paralelkah smo izmerili vrednost pH, 
ki je odvisna tudi od hitrosti razlivanja gojišča v epruvete pod zaščitnim plinom CO2, ki 
vpliva na puferski sistem gojišča (karbonat), zato lahko med posameznimi paralelkami 
pride do odstopanj. Z lističi pH smo preverili pH med paralelkami škroba in ugotovili, da 
je bil tam, kjer je sev zrastel (OD654>0,6), nižji (pH=6,5) kot v tistih epruvetah, kjer rasti ni 
bilo (pH=7,5). Tekom rasti kulture je znižanje vrednosti pH običajno, kar je posledica 
metabolne aktivnosti (kislih produktov fermentacije). Schleifer (2009) sicer navaja, da je 
zmožnost razgradnje škroba pri različnih sevih E. siraeum različna. Poskus na škrobu bi 
bilo potrebno ponoviti. Sev ima sicer v genomu le delno ohranjeno gensko gručo pil, kateri 
manjkata pilC in pilT (slika 11a). Funkcija PilT, ATPaze, je zagotavljanje energije za 
depolimerizacijo pilusa, medtem ko je PilC strukturni membranski protein.  
 
Napovedali smo, da sev R. faecis M72 lahko raste na škrobu (v genomu ima zapise za 
CAZy, ki razgrajujejo ta substrat, in sicer 12 GH13), kar smo z gojitvenimi metodami tudi 
dokazali. V genomu seva smo identificirali 18 zapisov za CAZy, ki razgrajujejo ksilan (od 
tega 9 GH43), zato smo napovedali, da obstaja možnost, da bo sev ksilan razgrajeval. 
Potrdili smo hipotezo, da sev na ksilanu raste šibko, slednje pa smo zasledili tudi v 
literaturi (Duncan in sod., 2006). Prav tako smo dokazali, da sev lahko raste tudi na β-
glukanu, inulinu ter gluko/galaktomananu, česar z bioinformatsko analizo nismo mogli 
napovedati. V genomu ima namreč le 1 GH32, ki jo predhodne raziskave povezujejo z 
razgradnjo inulina, zato smo napovedali, da obstaja majhna možnost, da bo sev inulin 
razgrajeval. Eksperimentalno smo dokazali, sicer počasnejšo, a eksponentno rast 
(ΔOD654>0,6) na inulinu. Nasprotno so Duncan in sod. (2006) dokazali, da sev na inulinu 
raste šibko. Sev ima v genomu prav tako le nekaj zapisov za CAZy, ki potrjeno 
razgrajujejo gluko/galaktomanan (1 GH26, 1 GH27 ter 1 GH113), zato smo napovedali, da 
obstaja majhna verjetnost za razgradnjo teh dveh substratov. Eksperimentalno pa smo 
dokazali, da lahko na teh dveh substratih zraste do eksponentne faze. Zapisov za CAZy, ki 
razgrajujejo β-glukan, ima manj kot tipične celulolitične bakterije (2 GH5, 2 GH3, 1 GH8 
in 1GH1), zato smo napovedali, da obstaja majhna verjetnost za njegovo razgradnjo, a smo 
z gojitvenimi metodami ugotovili, da na β-glukanu lahko raste. Tudi v literaturi smo 
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zasledili, da sev raste na β-glukanu. Martinez in sod. (2013) so namreč ugotovili, da se 
populacija R. faecis v prebavilih oseb v poskusu ob prehrani z zrnatim ječmenom in 
zrnatim rjavim rižem (ki je vir β-glukana) poveča. Slednje so ugotovili s 
pirosekvenciranjem mikrobiote. Leitch in sod. (2007) so dokazali, da sev kolonizira 
pšenične otrobe, kar so dokazali s fluorescentno in situ hibridizacijo. Duncan in sod. 
(2016) pa so ugotovili, da čista kultura R. faecis v bioreaktorju raste na pšeničnih otrobih 
(slednje so dokazali z izgubo suhe mase substrata). Pokazali so tudi, da se v mešani kulturi, 
ki raste na tem substratu, relativni delež genov 16s rRNA te vrste poveča. Na pektinu so 
vrednosti OD654 v povprečju nekoliko višje (3. dan: ΔOD654=0,155) kot v gojišču brez 
dodanega testnega substrata (M2-), a sev pektina verjetno obsežno ne razgrajuje, saj ima v 
genomu le 1 GH78 in 4 GH53. Z gojitvenimi metodami smo potrdili tudi hipotezo, da vseh 
ostalih testnih substratov sev ne razgrajuje (alginat, agaroza, CMC, filter papir). R. faecis 
M72 ima v genomu sicer popolnoma ohranjeno gensko gručo pil (slika 11d).  
 
Z gojitvenimi metodami smo potrdili hipotezo, da R. bicirculans 80/3 lahko raste na 
glukomananu in galaktomananu (v genomu ima naslednje zapise za CAZy, ki razgrajujejo 
ta dva substrata: 4 GH26 in 1 GH113). Ravno tako smo dokazali domnevo, da lahko raste 
na β-glukanu, za katerega v genomu ima zapise CAZy (1 GH44, 11 GH5, 1 AA10 in 3 
GH3). Potrdili smo tudi hipotezo, da ostalih testnih substratov (inulin, CMC, filter papir, 
ksilan, pektin, škrob, agaroza in alginat) ne razgrajuje. Sev ima sicer popolnoma ohranjeno 
gensko gručo pil (slika 11a). Podatki iz literature potrjujejo, da R. bicirculans 80/3 celuloze 
ne razgrajuje, temveč le β-glukane in gluko/galaktomanan. Prav tako ne razgrajuje škroba, 
inulina in pektina (Wegmann in sod., 2013).  
 
Na osnovi števila monospecifičnih CAZy smo napovedali, da A. caccae L1-92 (DSM 
14662) ne razgrajuje agaroze, pektina, inulina, ksilana, CMC, filter papirja, alginata, β-
glukana, glukomanana in galaktomanana, kar smo z gojitvenimi metodami tudi dokazali. 
Ker ima v genomu 5 GH13 in 1 GH77, ki sodelujejo pri razgradnji škroba, smo 
napovedali, da obstaja možnost, da sev razgrajuje škrob. Eksperimentalno nismo dokazali 
rasti čiste kulture na topnem škrobu (v gojišču YCFA). Schleifer (2009) sicer navaja, da 
sev raste na topnem škrobu, medtem ko Belenguer in sod. (2006) niso mogli dokazati rasti 
seva na topnem škrobu v čisti kulturi v gojišču YCFA z virom ogljika. Čisto kulturo 
sestavljajo le celice tega seva in nobenega drugega seva oz. vrste. Obstaja pa možnost, da 
bi sev v nekoliko drugačnih pogojih (npr. v kokulturi ali v drugačnem gojišču) na tem 
škrobu lahko rastel. A. caccae L1-92 ima v genomu popolnoma ohranjeno gensko gručo pil 
(slika 11f), a β-glukana ne razgrajuje, kar smo tudi napovedali (v genomu smo identificirali 
2 GH1, 1 GH3) in nato dokazali z gojitvenimi metodami.  
 
Potrdili smo hipotezo, da B. adolescentis L2-32 lahko raste na škrobu (v genomu smo 
identificirali zapise za CAZy, ki potrjeno hidrolizirajo ta substrat: 17 GH13, 2 GH77, 1 
GH31) in šibkeje na inulinu (v genomu ima 1 GH32, ki razgrajuje inulin). Tudi 
Goodfellow (2012) navaja, da sev raste na škrobu in šibkeje tudi na inulinu. Na osnovi 
števila CAZy smo napovedali, da sev ne raste na CMC, gluko/galaktomananu, alginatu, 
pektinu, ksilanu, agarozi in filter papirju, kar smo z eksperimentom tudi potrdili. Zapisov 
za CAZy, ki razgrajuje β-glukan, ima manj kot celulolitične bakterije (2 GH5, 6 GH3, 1 
GH8 in 1 GH1), prav tako eksperimentalno nismo uspeli dokazati sposobnosti razgradnje 
tega substrata. Podatki o razgradnji β-glukana iz različnih študij so sicer različni. 
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Crittenden in sod. (2002) niso zaznali rasti seva ATCC 15703  na ječmenovem β-glukanu, 
kar so spremljali spektrofotometrično. Nasprotno sta Zhao in Cheung (2011) ugotovila, da 
se gostota kulture istega seva (ATCC 15703) poveča ob rasti na β-glukanu ječmena, 
morske trave, bakterij in gliv. Leitch in sod. (2007) pa so v študiji, s sekvenciranjem 16S 
rRNA, zaključili, da različni sevi B. adolescentis, ki so prisotni v prebavilih ljudi, ne 
kolonizirajo β-glukana pšeničnih otrobov. Rezultati bioinformatske analize so pokazali, da 
nekateri sevi B. adolescentis v genomu nimajo domnevne ohranjene genske gruče pil (sevi 
DSM20078, ATCC 15703), drugi pa jo imajo (sev L2-32, 22L, 150, BBMN23, JCM15918). 
Z mikroskopskimi metodami so Duranti in sod. (2014) pri sevu B. adolescentis 22L ob 
rasti na celobiozi in maltodekstrinu odkrili strukture PT4, ki pa jih ob rasti na glukozi ni 
bilo. Analiziran sev L2-32 ima torej v osnutku genoma popolnoma ohranjeno gensko gručo 
pil (slika 11j), a dokazano (z laboratorijsko analizo) ne razgrajuje β-glukana. 
 
Zaključimo lahko, da se nabor zapisov za encime, ki razgrajujejo različne polisaharidne 
substrate, praviloma zelo dobro odraža v substratni specifičnosti (specializiranosti) 
bakterijskih sevov/vrst. Zgolj bioinformatska analiza zapisov za CAZy sicer ni dovolj za 
oblikovanje zaključkov o substratni specifičnosti, a služi kot dobra napoved in osnova za 
oblikovanje hipotez. Hipoteze je nato nujno potrebno preveriti v laboratoriju, saj dejanske 
sposobnosti razgrajevanja substratov ne moremo vedno določiti zgolj s prisotnostjo 
zapisov za CAZy v genomu. Hipoteze o substratni specifičnosti namreč oblikujemo na 
osnovi CAZy, ki so dovolj podobni že znanim CAZy, zato lahko na nekem substratu 
sev/vrsta raste, čeprav profil (znanih) CAZy na to ne kaže. Hkrati pa težko napovemo, ali 
sev/vrsta substrat razgrajuje v primeru manjšega števila (znanih) monospecifičnih CAZy, 
saj ne vemo, ali je nabor zadosten za rast, ali ni. V tem primeru lahko napovemo, da 
obstaja manjša možnost, da sev substrat razgrajuje ali ga razgrajuje le delno. 
 
Zanimala nas je povezava med substratno specifičnostjo in prisotnostjo/naborom in 
organizacijo genov, ki kodirajo komponente PT4a (geni pil), pri bakterijah prebavil. Pri 
vseh celulolitičnih vrstah/sevih iz različnih habitatov (A. cellulolyticus CD2, C. 
cellulolyticum H10, R. thermocellum, R. albus, R. flavefaciens, R. champanellensis in 
Ruminococcus sp. HUN007), razen pri F. succinogenes subsp. succinogenes S85, smo v 
genomu identificirali popolnoma/delno ohranjeno gensko gručo pil ali pa razpršene gene 
pil s prepilini. Prisotnost PT4a so predhodno dokazali že pri vrstah R. albus 
(Rakotoarivonina in sod., 2005) in R. flavefaciens (Vodovnik in sod., 2013). Pri sevu R. 
albus 8  (Rakotoarivonina in sod., 2005) so ugotovili, da so PT4a pomembni za adhezijo na 
celulozo. Dokazali so, da mutanta brez PT4 nima sposobnosti vezave na celulozo. Pri R. 
flavefaciens 007C PT4 domnevno igrajo pomembno vlogo pri razgradnji kristalinične 
celuloze, saj so eden izmed faktorjev, ki omogočajo adhezijo nanjo. Prav tako je izražanje 
osnovnih gradnikov PT4 večje ob rasti na celulozi kot ob rasti na celobiozi. Izražanje PT4 
je pri Ruminococcus flavefaciens 007S, ki ne razgrajuje bombažne celuloze, je neznatno 
(Vodovnik in sod., 2013). Pri celulolitičnem sevu F. succinogenes subsp. succinogenes S85 
nismo identificirali ohranjene genske gruče pil, temveč le posamezne gene pil, ki so 
razpršeni po genomu. Burnet in sod. (2015) so dokazali, da se ob rasti na celulozi geni pil 
(pilM, pilT, pilT) izražajo v večji meri kot pri rasti na glukozi. Jun in sod. (2007) so 
dokazali, da pri mutanti, ki nima sposobnosti vezave na celulozo, manjkajo proteini PT4, 
medtem ko so pri divjem tipu, ki sposobnost vezave na celulozo ima, le-ti izraženi. Tudi v 
genomu mnogih vrst/sevov, ki domnevno razgrajujejo β-glukane (hkrati pa naj ne bi 
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razgrajevali celuloze), smo identificirali popolnoma/delno ohranjeno gensko gručo pil ali 
pa razpršene gene pil s prepilini (B. fibrisolvens, C. eutactus, E. siraeum in R. bicirculans). 
Izjeme so B. fibrisolvens 16/4, R. inulinivorans in R. intestinalis, ki domnevno razgrajujejo 
β-glukan, a v njihovem genomu nismo identificirali ohranjene genske gruče pil.  
 
Ohranjene genske gruče pil z vsemi geni pil (pilC, pilT, pilD, pilM in pilB) niso omejene le 
na bakterije, ki razgrajujejo netopne substrate rastlinskih celičnih sten, temveč smo jih 
identificirali tudi pri sevih/vrstah, ki imajo drugačne napovedane substratne specifičnosti. 
Vrste/sevi, ki domnevno (glede na nabor CAZy) ne razgrajujejo netopnih substratov (oz. je 
verjetnost za to majhna), hkrati pa smo v njihovem genomu identificirali popolnoma 
ohranjene genske gruče pil so: R. obeum A2-162, B. crossotus DSM 2876, C. catus GD/7, 
E. rectale, E. eligens ATCC 27750, Ruminococcus sp. JC304, C. ramosum DSM 1402, E. 
limosum, Eubacterium sp. 3_1_31, Eubacterium sp. SB2, A. caccae DSM 14662 in B. 
adolescentis. Organizacija genov pil v ohranjeni gruči je med njimi različna in se hkrati 
razlikuje od tistih pri celulolitičnih sevih, a so prisotni vsi geni pil (pilC, pilT, pilD, pilM in 
pilB) v enotni genski gruči. Za B. adolescentis L2-32 in A. caccae L1-92 smo tudi 
eksperimentalno dokazali, da ne rasteta na β-glukanih in celulozi. Večina izmed teh 
domnevno razgrajuje škrob, a ne vse (E. limosum, E. eligens, (dokazano) A. caccae in C. 
ramosum). E. rectale domnevno razgrajuje še pektin in inulin, E. eligens pektin, C. 
ramosum N,O-glikane in alginat ter Eubacterium SB2 N,O-glikane in inulin.  
 
Rezultati kažejo na verjetno multifunkcionalnost sistema PT4 oz. njegovih komponent. 
Poleg domnevne adhezije na netopne substrate rastlinskih celičnih sten imajo lahko tudi 
druge funkcije, kar lahko razloži prisotnost zapisov za komponente biogeneze PT4 pri 
necelulolitičnih bakterijah oz. bakterijah, ki ne razgrajujejo β-glukanov. Pri slednjih bi 
lahko PT4 imeli vlogo adhezije na različne površine, premikanja (Maier in Wong, 2015), 
razvoju mikrokolonij in biofilmov (Conrad, 2012) ali pa imajo kakšno drugo funkcijo.  
 
Eksperimentalno analizo substratne specifičnosti z gojitvenimi metodami smo izvedli 
enkrat, a v treh ponovitvah. Za bolj zanesljive rezultate bi bilo poskus potrebno ponoviti 
pod enakimi pogoji, z enakimi testnimi substrati ter tipi gojišč. Smiselno pa bi bilo 
preizkusiti tudi gojišča z drugačno sestavo ter vpliv različnih rastnih faktorjev, ki lahko 
imajo vpliv na sposobnost razgradnje nekaterih substratov.  
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Zaključili smo, da: 
 se napovedani nabor zapisov za encime, ki razgrajujejo različne polisaharidne 
substrate praviloma dobro odraža v substratni specifičnosti bakterijskih sevov/vrst; 
 so geni, ki kodirajo komponente PT4a, prisotni pri številnih Gram-pozitivnih 
bakterijah prebavil;  
 najdemo dobro ohranjene genske gruče pil pri mnogih celulolitičnih bakterijah iz 
različnih habitatov in bakterijah, ki razgrajujejo β-glukan, vendar pa je slednje 
mogoče najti tudi pri nekaterih sevih z drugačnimi napovedanimi specifičnostmi. 
Pri ostalih skupinah bakterij nismo našli jasnih povezav med profili CAZy 
(napovedanimi substratnimi specifičnostmi) in prisotnostjo in/ali sestavo genske 
gruče pil; 
 imajo bolj sorodne bakterije bolj podoben sistem PT4a. 
 
Ugotovili smo, da ostaja še veliko odprtih vprašanj glede PT4 in njihovih funkcij pri 
bakterijah prebavil. V prihodnosti bi bile zato potrebne še dodatne študije, ki bi potrdile 
vlogo PT4 pri adheziji na netopne substrate rastlinskih celičnih sten. Potrebne bi bile tudi 
študije prisotnosti PT4 s proteomskimi metodami in mikroskopskimi tehnikami. Da bi 
lahko ugotovili, ali je funkcija PT4 adhezija bakterije na netopne substrate rastlinskih 
celičnih sten, bi lahko izvedli eksperimentalne študije blokade PT4 s protitelesi. Hkrati bi 
bilo potrebno preučiti še druge vloge PT4. 
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Pili tipa IV (PT4a) so proteinski filamenti na površini nekaterih bakterij in arhej. Dobro 
preučeni so predvsem pri Gram-negativnih bakterijah, kjer so vpleteni v različne procese  
(pritrjanje na gostiteljska tkiva, tvorbo mikrokolonij, privzem horizontalno prenesene 
DNA, premikanje po trdih površinah s potezanjem…). Pri Gram-pozitivnih bakterijah so 
bili odkriti kasneje, njihova razširjenost in funkcije pa so še relativno slabo preučene. 
Nedavne raziskave kažejo, da bi lahko bili pri nekaterih bakterijah pomemben faktor 
pritrjanja na netopne substrate. V pričujoči študiji smo analizirali sekvence (osnutkov) 
genomov 118 taksonomsko raznolikih bakterijskih sevov, pretežno izoliranih iz prebavil 
(kot kontrolo smo vključili tudi nekaj sevov iz zunanjih ekosistemov), z namenom: (1) 
ugotoviti, ali lahko z »in silico« analizo nabora genov, ki kodirajo encime, aktivne na 
ogljikovih hidratih (CAZy), pravilno napovemo substratno specifičnost izbranih sevov, (2) 
ugotoviti, ali obstajajo povezave med nabori CAZy in prisotnostjo ter zgradbo (gruč) 
genov, ki domnevno kodirajo PT4a. Z bioinformatskimi orodji smo najprej preverili 
ustreznost taksonomske umeščenosti izbranih sevov v podatkovni bazi NCBI Taxonomy. 
Izkazalo se je, da številni sevi na ravni vrst (14) in rodov (7) niso ustrezno uvrščeni in jih 
je potrebno reklasificirati. Z algoritmom HMMer smo nato v osnutkih genomov izbranih 
sevov identificirali zapise za encime, ki so aktivni na ogljikovih hidratih (CAZy). Na 
osnovi števila domnevnih monospecifičnih CAZy smo napovedali sposobnost sevov za 
razgradnjo posameznega substrata. Da se nabor zapisov za CAZy dejansko odraža v 
substratni specifičnosti sevov, smo nato preverili (in potrdili) še eksperimentalno, z 
gojenjem 5 izbranih sevov. V drugem delu smo z algoritmoma BLAST in HMMer 
identificirali gene, ki kodirajo komponente PT4a (gene pil), ter jih glede na arhitekturno 
ohranjenost in aminokislinska zaporedja ohranjenih genov razvrstili v podskupine. Analiza 
je pokazala dobro ohranjene genske gruče pil pri večini dokazano celulolitičnih bakterij iz 
različnih habitatov, vendar pa je slednje najti tudi pri nekaterih sevih z drugačnimi 
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Poimenovanje genov pil pri različnih Gram-pozitivnih in Gram-negativnih bakterijah 
  
 PT4 - pili tipa 4, T2S - sekrecijski sistem tipa 2, PT4a - pili tipa 4 iz skupine a, PT4b - pili 
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Razgradnja pogostih kompleksnih ogljikovih hidratov s CAZy 
Za posamezni substrat je prikazana veriga posameznih enot (monosaharidov) z 
okrajšavami G, F, X, A, GalU, GlaU. Tip vezi med dvema monomeroma je prikazan desno 
spodaj v okvirju. Veriga se ponovi n-krat. S puščico je prikazano mesto delovanja encima, 
dopisane so encimatske aktivnosti in družine CAZy. GH-glikozid hidrolaza, PL-
polisaharid liaza, CE-ogljikohidrat esteraza, G - glukoza, F - fruktoza, X - ksiloza, A - 




(GH13, GH31, GH97) 
α-amilaza (GH13) 
ksilanaza (GH5, GH10,  GH11) arabinofuranozidaza (GH43, GH51) 
α-glukoronidaza (GH67, GH115) 
feruloil esteraza (CE1) 
acetil ksilan esteraza (CE1, CE2, 
CE4, CE6, CE7) 
β-ksilozidaza (GH3, GH43) 
β-glukozidaza 
(GH3, GH1) 
endoglukozidaza (GH5, GH8, GH9, GH44, GH48) 
eksocelulaza (celobiohidrolaza) (GH48) 
pektin, pektat liaza (PL1, PL9) pektin metil esteraza (CE8) 
acetil esteraza (CE12) poligalakturonaza (GH28) 
Β- fruktofuranozidaza (GH32) inulinaza (GH32), inulin liaza (GH91) 
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PRILOGA C 
Encimi in družine CAZy, ki razgrajujejo različne kompleksne polisaharide 
GH - glikozid hidrolaza, PL - polisaharid liaza, CE - ogljikohidrat esteraza. S krepkim 
tiskom so označene značilne monospecifične družine CAZy 
Substrat 
Encimi, ki substrat 
razgrajujejo 
Družina CAZy (Lombard in 
sod. 2014) 
Vir 







GH13, GH57, GH77, 
GH126 





Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 






GH5, GH7,GH8, GH9, 




Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014; Lombard in sod., 2014 
 
Hemiceluloza  












GH5, GH8, GH10, GH11, 
GH45, GH51 
GH43, GH51, GH54, GH62 
GH67, GH115 
CE1 
CE1, CE2, CE3, CE4, CE6, 
CE7 
GH3, GH39, GH43, GH52 
GH120 
GH115 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014; Collins in sod., 2005; 
Lagaert in sod., 2014; 
Lombard in sod., 2014 




GH5, GH26, GH113 
GH1, GH2 
GH4, GH27, GH36, GH57, 
GH97, GH110 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014 




GH5, GH26, GH113 
GH1, GH2 
GH4, GH27, GH36, GH57, 
GH97, GH110 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014 








 GH5, GH8, GH9, GH26 
 
GH5, GH9, GH12, GH26 
GH6, GH44, GH48, GH51, 
GH45 
GH12 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014; Grishutin in sod., 2006 





GH5, GH74, GH44 




Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014 
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Substrat 
Encimi, ki substrat 
razgrajujejo 










GH3, GH43, GH54, GH62, 
GH51, GH2 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014; Lagaert in sod., 2014; 
Torpenholt in sod., 2011 





GH51, GH54, GH62, GH3, 
GH2, GH43 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014; Lagaert in sod., 2014; 
Martens-Uzunova in Schaap, 
2009;  





GH43, GH2, GH3 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 











CE12, CE4, CE6 
PL4, PL9, PL11  
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 









PL1,  PL2, PL9, PL10 
Flint in sod., 2012 







Flint in sod., 2012; Lombard 
in sod., 2014 
Levan  levanaza,                     
β-
fruktofuranozidaza  
GH32                                     
GH68 
Flint in sod., 2012; Gilbert, 
2010; Hamaker in Tuncil, 
2014;  
Karagenan  κ-karagenaza GH16 Hamaker in Tuncil, 2014 
Alginat  alginat liaza PL5, PL6, PL7, PL15, PL17 Hamaker in Tuncil, 2014 
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PRILOGA D 
Prisotnost celulosomov, pilov tipa IV (PT4), vir izolacije, zmožnost premikanja, substratna specifičnost in končni produkt fermentacije pri 
posameznih bakterijah prebavil in zunanjih ekosistemov. Barvno kodiranje v okencih 'celulosomi', 'premikanje' in 'PT4': mn  - ni podatka, 








Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 





Firmicutes            
Klostridijska 
gruča IV 




   Schleifer, 
2009 





Pektin, uronska kislina, 






Lopez-Siles in sod., 2012; 
Schleifer, 2009; 
Flint in sod., 2012; Miquel 
in sod., 2014; 





 Wegmann in 
sod., 2013; 
Ze in sod., 
2015 
 Wegman














celobioza, ne raste na 











Dassa in sod., 
2014; Rincon 























Chassard in sod., 2012; 
Schleifer, 2009; Wegmann 







on in sod., 
 Schleifer, 
2009 








Abell in sod., 2008; 
Chassard in sod., 2012; 
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Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 





27255 2014; Ze in 
sod., 2015 
 
maltoza, glukoza Christopherson in sod., 
2014; Cockburn in 
Koropatkin., 2016; Duranti 
in sod., 2014; Schleifer, 
2009; Wegmann in sod., 
2013; Ze in sod., 2012 
Eubacterium 
siraeum ATCC 
29066 = DSM 
3996 
  flageli Schleifer, 
2009 

















on in sod., 
2014; Dassa 
































Chassard in sod., 2012; 
Christopherson in sod., 
2014; Schleifer, 2009; 
Wegmann in sod., 2013 


















Celuloza, ksilan in 
celobioza; škroba in 
pektina ne razgrajuje 
Acetat, 
sukcinat 
Ben David in sod., 2015; 
Chassard in sod., 2012; 
Wegmann in sod., 2013  
Klostridijska 
gruča IX 





















Laktat, piruvat, malat, 
fumarat, oksaloacetat. 





van den Bogert in sod., 
2013; Gronow in sod., 
2010; Schleifer, 2009 
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Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 











































   Morotomi 
in sod., 
2008 












Morotomi in sod., 2008 
Klostridijska 
gruča XI 
















manitol, riboza, saharoza, 
dekstrin, fruktoza, 
maltotrioza,  manoza, 
trehaloza, škrob nekateri 































glicerol, melobioza šibka 




Duncan in sod. 2006  
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Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 










škroba in ksilana ne 
Roseburia 
faecis M72 
  flageli Duncan 
in sod., 
2006 







škrob, inulin šibko, ksilan 










  flageli  Schleifer, 
2009 















Duncan in sod., 2006, 2002; 





   Schleifer, 
2009 




Šibkeje fruktoza, glukoza, 
maltoza, manoza, 









  flageli Schleifer, 
2009 












  flagel  Schleifer, 
2009 






Škrob, ramnoza, ksiloza, 
salicin, saharoza, glukoza, 
fruktoza, celobioza, 
galaktoza, inulin, laktoza, 
maltoza, nekateri sevi 












   Allen-
Vercoe in 
sod., 








saharoza, ksiloza; laktat, 
Butirat, 
format 
Allen-Vercoe in sod., 2012; 
Kant in sod., 2015 
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Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 







































rafinoza, riboza, laktat, 
liksoza, manitol, 
melobioza, tagatoza, 




Sato in sod., 2008; 
Schleifer, 2009; Schwiertz 
in sod., 2002 


























Duncan in sod., 2006; 
Duranti in sod., 2014; 
Ramsay in sod., 2006; Scott 
in sod., 2011  
Eubacterium 
rectale  ATCC 
33656 
  flageli Schleifer, 
2009 












maltoza, glukoza, panoza, 
dekstrin, galaktoza, 
inulin, pektin, šibkeje 
celobioza, fruktoza, 
glukoza, arabinoza, 







Cockburn in sod., 2016; 
Ramsay in sod., 2006; 
Schleifer, 2009; Ze in sod., 
2012 
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Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 





glikogen nekateri sevi 
Eubacterium 
xylanophilum 
ATCC 35991  




  Vamp ovce Schleifer, 
2009 
Ksilan, celobioza, 
eskulin, ne razgrajuje 


























   Schleifer, 
2009 














29174   
   Schleifer, 
2009 





glukoza,  laktoza, 
manoza, maltoza, 
rafinoza, ksiloza 




   Schleifer, 
2009 











   Schleifer, 
2009 














   Schleifer, 
2009 






quercetin in luteoin, 
glukoza, celobioza, 
laktoza, eskulin, škroba 












  flageli  Schleifer, 
2009 











Lopez-Siles in sod., 2012; 
Schleifer, 2009 
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Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 












   Schleifer, 
2009  












galaktoza; šibkeje škrob, 
riboza maltoza, manoza, 
CO, CO2 se lahko uporabi 
kot vir energije, tudi 
















           
Eubacterium 
cylindroides 
ATCC 27803  
   Schleifer, 
2009  





manoza, inulin šibka rast, 
pektin šibko, celobioza 














   Schleifer, 
2009 


























An in sod., 2013; Schleifer, 
2009 
Rozman V. Karakterizacija substratne specifičnosti in pilov tipa IV pri bakterijah prebavil. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  









Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 




































riboza, galaktoza, inulin 
šibko, maltoza, laktoza, 
melobioza, saharoza, 
rafinoza, arabinoza, 







Duranti in sod., 2014; 
Dyachkova in sod., 2015; 
Goodfellow, 2012; Killer in 
sod., 2013; Ze in sod., 2012 
            
Bacteroidetes            
Bacteroides 
thetaiotaomicr
on VPI 5482 
 
 Ben David in 
sod., 2015 
 Krieg in 
sod., 
2007 





Odporni škrob, polulan, 
maltotetroza, maltotrioza, 







saharoza, ksiloza, ksilan 
ne, terhaloza, inulin, N,O- 






Sonnenburg in sod. , 2011; 
Cockburn in Koropatkin, 
2016; Krieg in sod., 2007; 
Martens in sod., 2011; 
Ramsay in sod., 2006; 
Rogers in sod., 2013; 
Adamberg in sod., 2014; 
Martens in sod., 2009; Kim 
in sod., 2014; Li in sod., 
2016; 
Cuskin in sod ., 2015 
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Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 










   Krieg in 
sod., 
2007 
















Krieg in sod., 2007; Lopez-
Siles in sod., 2012; Kyoung 
in sod., 2014; Salyers in 






   Krieg in 
sod., 
2007 




Pektin, glukoza, maltoza, 
arabinoza, celobioza, 












Krieg in sod., 2007; Lopez-
Siles in sod., 2012; Martens 
in sod., 2011; Rakoff-
Nahoum in sod., 2016; 
Cockburn in Koropatkin, 
2016; Reddy in sod., 2016; 
Kyoung in sod., 2014; Li in 
sod. 2016; Slayers in sod., 
1977 





ATCC 27405  
 Christophers
on in sod., 
2014; Deng 
in sod., 2015; 
Dumitrache 
in sod., 2013; 




















Lopez-Siles in sod., 2012; 
Schleifer, 2009; 
Chakraborty in sod., 2015; 
Hirano in sod., 2016; 




















Rozman V. Karakterizacija substratne specifičnosti in pilov tipa IV pri bakterijah prebavil. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  









Vir PT4 Vir 
Vir 
izolacije 





H10  2014; Fendri 
in sod., 2009; 
Xu in sod., 
2015; Xu in 
sod., 2014 













 Cameron in 
sod., 2012; 















salicin, ksilan, glukoza, 
ksiloza, β-glukan 
Acetat, 
etanol, H2 in 
CO2. 





 Burnet in 
sod., 2015 



























hidrolizirajo, a ne 
metabolizirajo (uporabijo 




Burnet in sod., 2015; 
Christopherson in sod., 
2014; Suen in sod., 2011 
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for file in *gbk* 
do 
A=`echo $file | sed s/".gbk"//` 
echo $A 
mkdir "$A"_CAZY 
cp $file "$A"_CAZY 
cd "$A"_CAZY  
a=`pwd` 
extractfeat *.gb* vsigeni -type CDS -describe locus_tag 
transeq vsigeni vsiproteini 
sed s/\>/\>\ / vsiproteini | awk ' {print $1,$4}' | sed s/\ \(locus_tag=\"// | 
sed s/\"\)// > vsiproteini1 
#awk ' {print $1, $3}' vsiproteini | sed s/\ \(locus_tag=\"// | sed s/\"\)// > 
vsiproteini1 
echo iĹˇÄŤem CAZY s hmm... 
cat vsiproteini1 | parallel --gnu -j 2 --block 9272 --recstart '>' --pipe hmmscan 
--cpu 1 /home/xubuntu/Desktop/dbCan/dbCAN-fam-HMMs.txt /dev/stdin > 
vsiproteini.out 
cp /home/xubuntu/Desktop/dbCan/all.hmm.ps.len $a 
cp /home/xubuntu/Desktop/dbCan/hmmscan-parser.sh $a 
/home/xubuntu/Desktop/dbCan/hmmscan-parser.sh vsiproteini.out > 
vsiproteini.out.txt 
cat vsiproteini.out.txt | grep -v CBM | awk '{print $1,$2}' | uniq > CAZYunik 
GT=`grep GT CAZYunik | wc -l` 
GH=`grep GH CAZYunik | wc -l` 
CE=`grep CE CAZYunik | wc -l` 
PL=`grep PL CAZYunik | wc -l` 
echo "$GH" "$CE" "$PL" "$GT" > razdelitev 
echo GH CE PL GT > prva 
cat prva razdelitev > "$A"_CAZY_anot 
cat CAZYunik | awk '{print $1}' | uniq -d > dvodomenski 
echo Dvodomenski proteini brez CBM >> "$A"_CAZY_anot 
grep -f dvodomenski CAZYunik >> "$A"_CAZY_anot 
rm razdelitev prva  
grep -v GT CAZYunik > samoGHCEPL 
#Ĺˇtevilo pomameznih cazy 
cp /home/xubuntu/Desktop/dbCan/seznam_CAN $a 
cp seznam_CAN vmesna 
echo Ĺˇtejem posamezne cazy gene 
while [ `wc -l < vmesna` -gt 0 ] 
do 
echo -n .  
grep `head -n 1 vmesna` samoGHCEPL | wc -l >> stevila 
sed -i 1d vmesna 
done 
paste seznam_CAN stevila | sed s/\.hmm// | awk '$2 != 0' | sort -n -r -k 2 > 
top_lista_GHCEPL 
echo "$A" > top_lista_GHCEPL_1 
paste seznam_CAN stevila | sed s/\.hmm// >> top_lista_GHCEPL_1 
# izkljuÄŤil iz prejĹˇnje za vizualno kontrolo awk '$2 != 0' | in sort 
cat top_lista_GHCEPL >> "$A"_CAZY_anot 
echo "$A" > "$A"_stevila 
cat stevila >> "$A"_stevila 
rm vmesna 
#puls iz cazy 
awk '{print $1}' samoGHCEPL | cut -d'_' -f2 > samoGHCEPLunik_stevila 
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awk 'NR % 2 != 0 {a=$1; b=$0;} NR % 2 == 0 {d=$1-a; if (d < 5) {print b"\n" 
$0"\n" }}' samoGHCEPLunik_stevila > d 
awk 'NR % 2 == 0 {a=$1; b=$0;} NR % 2 != 0 {d=$1-a; if (d < 5) {print b"\n" 
$0"\n" }}' samoGHCEPLunik_stevila >> d 




 while [ $j -le `wc -l < c` ]  
  do 
  sp=` awk -v x="$i" 'NR==x { print $1} ' c ` 
  zg=` awk -v x="$j" 'NR==x { print $1} ' c `  
  razlika=`echo "$zg" - "$sp" | bc` 
#  echo $i 
#  echo $j 
#  echo $razlika 
  if [ "$razlika" -lt 5 ]; then 
     sed "$z"'d' -i c 
     i=$((i+2)) 
     j=$((j+2)) 
     z=$((z+2))   
      else    
     i=$((i+3)) 
     j=$((j+3)) 
     z=$((z+3)) 
  fi 
  done 
cat c | uniq >> PULs_izCAZYanot 
 
echo Sev ima `cat samoGHCEPL | wc -l` GH, CE in PL!  
rm vsigeni vsiproteini vsiproteini1 hmmscan-parser.sh all.hmm.ps.len  c d 
samoGHCEPLunik_stevila CAZYunik seznam_CAN stevila dvodomenski 
mkdir raw_dbCan 
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if [ $# -lt 1 ]; then 
 echo Uporaba: $0 datoteka z genomom-gbk. 
 exit 1 
fi 
union -feature -source -osformat2 genbank -warning 0 $1 `echo $1 | sed 
s/gbk/gbkU/` 
echo Extract features 
extractfeat `echo $1 | sed s/gbk/gbkU/` vsigeni -type CDS -describe 
locus_tag,function 2>/dev/null 
transeq vsigeni vsiproteini 
#blast 
makeblastdb -in vsiproteini -dbtype prot 
echo Blast 
for file in *poizv 
 do 
 blastp -db vsiproteini -query $file -outfmt 6 -evalue 1e-10 -out 
"$1"_"$file"_blastrez -max_target_seqs 10 
 echo $file  
 echo $file >> "$1"_najdeni_vsi 
 awk '{identiteta[$2]+=$3} {stevilo[$2]++} END {for (var in identiteta) 
print var, identiteta[var]/stevilo[var]}' "$1"_"$file"_blastrez >> 
"$1"_najdeni_vsi 
 done 
grep -v poizv "$1"_najdeni_vsi | sed s/_1\ /\ / | awk '{print $1}' | sort | uniq 
> lokusi 
grep -f lokusi vsigeni | cut -d'"' -f2 > "$1"_PT4_locus_tagi 
zip -m "$1"_rezultati_blast.zip *blastrez 
#hmmer 
echo Hmmer 
for file in *.hmm 
 do 
 echo $file 
 echo $file >> "$1"_hmmer_PT4_locus_tagi  
 hmmsearch --noali -E 1e-10 $file vsiproteini > "$1"_"$file"_rez 
 grep '>>' "$1"_"$file"_rez | cut -d'"' -f2 >> "$1"_hmmer_PT4_locus_tagi 
 done 
zip -m "$1"_rezultati_druĹľin.zip *rez 
if [ `wc -l < "$1"_najdeni_vsi` -gt 5 ]  
 then 
 mousepad "$1"_hmmer_PT4_locus_tagi & mousepad "$1"_PT4_locus_tagi & 
mousepad "$1"_najdeni_vsi & art -Doffset=`sed 1d "$1"_najdeni_vsi | tail -1 | sed  
s/_/\ /g | awk '{{x=NF}print $(x-2)}'` `echo $1 | sed s/gbk/gbkU/` 
 echo Ukaz za ponovljeno pregledovanje z artemis: art -Doffset=`sed 1d 
"$1"_najdeni_vsi | tail -1 | sed  s/_/\ /g | awk '{{x=NF} print ($x-2)}'` `echo 
$1 | sed s/gbk/gbkU/` 
 else 
 echo Z blastom nisem naĹˇel niÄŤ! Glej Ĺˇe v "$1"_hmmer_PT4_locus_tagi. 
fi 
rm vsiproteini*  vsigeni lokusi
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PRILOGA G 
Nova taksonomska razvrstitev bakterijskih vrst/sevov 
 
Prikazana je tudi skupina bakterij (a-g) glede na nabor genov, ki kodirajo komponente PT4a, podskupine genskih gruč pil (1-7), oblikovane 
glede na arhitekturno ohranjenost genov pil in aminokislinska zaporedja ohranjenih genov PilT in PilB ter podatki o shemah ohranjenih 
genskih gruč pil. PT4a - pili tipa4 i skupine a, P - prepilin, H - hipotetični protein, X, Y, Z - različni geni. 
 
Podskupina genske gruče pil Zaporedje genov pil 
1 pilCM  X (=HHPP) pilDBT Z 
2 pilBTC X pilDM Z 
3 Y pilDCM X pilBT Z  
4 Razpršeni geni pil 
5 Y pilMD H pilC X pilBT 
6 pilBTC P pilDM 





 ohranjena genska gruča pil reklasifikacija rodu 
 delno ohranjena genska gruča pil nova vrsta 
 Razpršeni geni pil neznan rod 
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X, Y, Z Posebnosti 
Eubacterium siraeum v10Sc8a Eubacterium siraeum v10Sc8a B 1 / manjka pilC, pilT 
Eubacterium siraeum DSM 15702 Eubacterium siraeum DSM 15702 A 1 / / 
Eubacterium siraeum 70/3 Eubacterium siraeum 70/3 B 1 / manjka pilC, pilT 
Ruminococcus albus 7 Ruminococcus sp.7 A 1 / / 
Ruminococcus albus 8 Ruminococcus sp. 8 A 1 / / 
Ruminococcus albus AD2013 Ruminococcus albus AD2013 A 1 / / 
Ruminococcus albus SY3 Ruminococcus albus SY3 
A 1 
/ 
podvojena genska gruča pil; 
2,24 mio baz vmes 
Ruminococcus bicirculans 80/3 Ruminococcus bicirculans 80/3 A 1 / / 
Ruminococcus champanellensis 18P13 
Ruminococcus champanellensis 
18P13 A 1 
Z: PP; X:  GspM,H PP H1=GspM 
Ruminococcus flavefaciens 007c Ruminococcus flavefaciens 007c A 1 Z: PP / 
Ruminococcus flavefaciens 17 Ruminococcus flavefaciens 17 
C 1 
 Z: PP 
razpršena pilM in pilC (glej 
sliko), gruča iz dveh delov 
(vmes 9885 bp oz. 8 CDS) 
Ruminococcus flavefaciens AE3010 Ruminococcus sp.AE3010 A 1 Z: PHP H (1163 bp) 
Ruminococcus flavefaciens ATCC 
19208 
Ruminococcus sp.ATCC 19208 
A 1 
Z: HPP  H (264 bp) 
Ruminococcus flavefaciens FD-1 Ruminococcus sp. FD-1 A 1 / / 
Ruminococcus flavefaciens MA2007 Ruminococcus sp.MA2007 A 1 Z: HH P; X:  HHHP / 
Ruminococcus flavefaciens MC2020 Ruminococcus sp.MC2020 A 1 Z: H PH P  H1, H2 (1416 bp, 1218 bp) 
Ruminococcus flavefaciens ND2009 Ruminococcus sp.ND2009 A 1 Z: PP / 
Ruminococcus sp. FC2018 Ruminococcus sp. FC2018 A 1 / / 
Ruminococcus sp. HUN007 Ruminococcus sp. HUN007 
A 1 
Z: H PPH XREP 
pred P 3 H1 (1406 bp), za 
P4 H2 (321bp), XRE 
(231bp)  
Rozman V. Karakterizacija substratne specifičnosti in pilov tipa IV pri bakterijah prebavil. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  
   
 








X, Y, Z Posebnosti 
Ruminococcus sp. NK3A76 Ruminococcus sp. NK3A76 A 1 / / 
Ruminococcus obeum A2-162 Blautia obeum A2-162 A 2 X: PH; Z: HPHPP / 
Butyrivibrio crossotus DSM 2876 Butyrivibrio crossotus DSM 2876 A 2 X:  P; Z:  PHPP / 
Coprococcus catus GD/7 Coprococcus catus GD/7 A 2 X: P; Z: HPPP / 
Eubacterium rectale ATCC 33656 Eubacterium rectale ATCC 33656 
A 2 
XHH, transpozaza2x HHHP; Z: 
HPHPP / 
Eubacterium rectale DSM 17629 Eubacterium rectale DSM 17629 
B 2 
X: HHHHHP;  Z: pilOHPP 
manjka pilC (tehnična 
napaka) 
Eubacterium rectale M104/1 Eubacterium rectale M104/1 
B 2 
X: HHHHP;  Z: pilOHHPP 
manjka pilC (tehnična 
napaka) 
Eubacterium eligens ATCC 27750 Eubacterium eligens ATCC 27750 
A 2 
X: P; Z: HPHPP 
med pilT in pilC hipotetični 
4x 
Roseburia faecis M72 Roseburia faecis M72 A 2 X: P, Z: HPHP / 
Ruminococcus sp. JC304 Blautia sp. JC304 A 2 X: PP; Z: HPHPP / 
Butyrivibrio fibrisolvens FE2007 Butyrivibrio fibrisolvens FE2007 C 2 glej shemo gruča iz treh delov 
Butyrivibrio fibrisolvens MD2001 Butyrivibrio fibrisolvens MD2001 
C 2 
glej shemo 
gruča iz treh delov, PilT 
pred pilBC 
Butyrivibrio fibrisolvens WTE3004 Butyrivibrio fibrisolvens WTE3004 C 2 glej shemo gruča iz treh delov 
Butyrivibrio fibrisolvens YRB2005 Butyrivibrio fibrisolvens YRB2005 C 2 glej shemo gruča iz treh delov 
Anaerostipes caccae DSM 14662 Anaerostipes caccae DSM 14662 A 3 Y: PHPPPH; X: H / 
Anaerostipes sp. 3_2_56FAA Anaerostipes caccae  3_2_56FAA 
A 3 
Y: PHPPPH; X: UbiD family 
decarboxylase, med pilC in pilM 
med pilC in pilM, H (285 
bp) 
Clostridium ramosum DSM 1402 Clostridium ramosum DSM 1402 A 3 Y: P; X: HHHPP;  Z: P / 
Eubacterium limosum ATCC 8480 Eubacterium limosum ATCC 8480 
A 3 
X:  H, damage inducible protein 
J, HPPP; Y: HPHPPP  / 
Eubacterium limosum KIST612 Eubacterium limosum KIST612 
A 3 
X: PAS/PAC sensor containing 
digvanilat ciklaza/fosfodiesteraza, 
med pilD in pilC H 
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X, Y, Z Posebnosti 
HPHP;  Y:  HPHP HofG P 
Eubacterium limosum SA11 Eubacterium sp. SA11 
A 3 
X: HHPPP;  Y: HPHPHP  
med pilD in pilC  four-helix 
bundle protein  
Eubacterium sp. 3_1_31 Faecalitalea sp. 3_1_31 A 3 X: HHHPP / 
Eubacterium sp. SB2 Eubacterium contortum SB2 
A 3 
X: H (717bp); Y:  P 
oksireduktaza, HPH; Z: HHHP / 
Bifidobacterium adolescentis 22L Bifidobacterium adolescentis 22L A 5 X: PPP / 
Bifidobacterium adolescentis 150 Bifidobacterium adolescentis 150 A 5 X: PPP / 
Bifidobacterium adolescentis BBMN23 
Bifidobacterium adolescentis 
BBMN23 A 5 
X: PPP 
/ 
Bifidobacterium adolescentis L2-32 Bifidobacterium adolescentis L2-32 A 5 X: PPP / 
Bifidobacterium stercoris JCM 15918 
Bifidobacterium adolescentis JCM 
15918 C 5 
X: PP, cca 200,000 baz                              
Y: P 
gruča iz dveh delov 
Clostridium cellulolyticum H10 Clostridium cellulolyticum H10 A 6 X: P krajši pilM 
Coprococcus eutactus ATCC 27759 Coprococcus eutactus ATCC 27759 B 7 X: P; Z: HPHPP manjka pilD 
Acetivibrio cellulolyticus CD2 Acetivibrio cellulolyticus CD2 
A 4 
X: P; Z:  H, fimbrial assambley 
protein, HP         
med pilT in pilC integraza; 
med pilD in pilM H; dodatna 
gruča pilBTC 





ostalo: prvi del enak (BTC), 
dodatni 2 gruči (pilBD ter 
pilM); med gručama 1 in 2 
281 tisoč baz, med 2 in 3 







ostalo: prvi del enak 
(pilBTC), dodatni 2 gruči 
(pilBD ter pilM); med 
gručama 1 in 2 289 tisoč 
baz, med 2 in 3 217 tisoč 
baz 
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X, Y, Z Posebnosti 






ostalo: prvi del enak 
(pilBTC), dodatni 2 gruči 
(pilBD ter pilM); med 
gručama 1 in 2 281 tisoč 
baz, med 2 in 3 215 tisoč 
baz 





ostalo: prvi del enak 
(pilBTC), dodatni 2 gruči 
(pilBD ter pilM); med 
gručama 1 in 2 288 tisoč 
baz, med 2 in 3 217 tisoč 
baz 
Fibrobacter succinogenes subsp 
succinogenes S85 
Fibrobacter succinogenes subsp 
succinogenes S85 E / 
  
Anaerostipes hadrus SSC-2 Anaerostipes hadrus SSC-2 D /   
Anaerostipes hadrus DSM 3319 Anaerostipes hadrus DSM 3319 D /   
Anaerostipes hadrus PEL 85 Anaerostipes hadrus PEL 85 D /   
Butyrivibrio fibrisolvens 16/4 Butyrivibrio sp. 16/4 D /   
Eubacterium hallii DSM 3353 Eubacterium hallii DSM 3353 D /   
Eubacterium ramulus ATCC 29099 Roseburia ramulus ATCC 29099 D /   
Faecalitalea cylindroides T2-87 Faecalitalea cylindroides T2-87 D /   
Roseburia inulinivorans L1-83 Roseburia inulinivorans L1-83 D /   
Roseburia inulinivorans DSM 16841 
Roseburia inulinivorans DSM 
16841 D / 
  
Ruminococcus sp. DSM 100440 
Sellimonas intestinalis DSM 
100440 D / 
  
Ruminococcus sp. SR1/5 Blautia sp. SR1/5 D /   
Intestinibacter bartlettii Intestinibacter bartlettii G /   
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X, Y, Z Posebnosti 
2789STDY5834879 2789STDY5834879 
Intestinibacter bartlettii DORA_8_9 Intestinibacter bartlettii DORA_8_9 G /   
Intestinibacter bartlettii DSM 16795 
Intestinibacter bartlettii DSM 
16795 G / 
  
Eubacterium xylanophilum ATCC 
35991 
Eubacterium xylanophilum ATCC 
35991 G / 
  
Dialister succinatiphilus YIT 11850 Dialister succinatiphilus YIT 11850 G /   
Ruminococcus obeum ATCC 29174 Blautia sp. ATCC 29174 G /   
Megasphaera elsdenii 14-14 Megasphaera elsdenii 14-14 G /   
Megasphaera elsdenii 24-50 Megasphaera elsdenii 24-50 G /   
Megasphaera elsdenii DSM 20460 Megasphaera elsdenii DSM 20460 G /   
Megasphaera elsdenii T81 Megasphaera elsdenii T81 G /   
Veillonella parvula DNF00876 Veillonella parvula DNF00876 G /   
Veillonella parvula DSM 2008 Veillonella parvula DSM 2008 G /   
Veillonella parvula HSIVP1 Veillonella parvula HSIVP1 G /   
Bifidobacterium adolescentis ATCC 
15703 
Bifidobacterium adolescentis ATCC 
15703 F / 
  
Bifidobacterium adolescentis DSM 
20087 
Bifidobacterium adolescentis DSM 





2789STDY5834889 F / 
  
Ruminococcus torques L2-14 Ruminococcus torques L2-14 F /   
Ruminococcus torques ATCC 27756 Ruminococcus sp. ATCC 27756 F /   
Eubacterium rectale T1-815 Eubacterium rectale T1-815 F /   
Roseburia intestinalis M50/1 Roseburia intestinalis M50/1 F /   
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X, Y, Z Posebnosti 
Roseburia intestinalis L1-82 Roseburia intestinalis L1-82 F /   
Roseburia intestinalis XB6B4 Roseburia intestinalis XB6B4 F /   
Ruminococcus bromii L2-63 Ruminococcus bromii L2-63 F /   
Ruminococcus sp. AT10 Ruminococcus torques AT10 F /   
Ruminococcus gnavus AGR2154 Ruminococcus gnavus AGR2154 F /   
Ruminococcus gnavus ATCC 29149 Ruminococcus gnavus ATCC 29149 F /   
Ruminococcus gnavus CC55_001C Ruminococcus gnavus CC55_001C F /   
Coprococcus sp. HPP0048 Coprococcus sp. HPP0048 F /   
Coprococcus sp. HPP0074 Coprococcus sp. HPP0074 F /   
Eubacterium sp. 14-2 Roseburia sp.14-2 F /   
Eubacterium sp. AB3007 Eubacterium sp. AB3007 F /   
Eubacterium sp. ER2 Eubacterium sp. ER2 F /   
Faecalitalea cylindroides ATCC 
27803 
Faecalitalea cylindroides ATCC 
27803 F / 
  
Roseburia hominis A2-183 Roseburia hominis A2-183 F /   
Ruminococcus sp. 5_1_39BFAA Blautia wexlerae 5_1_39BFAA F /   
Bacteroides ovatus 3_8_47FAA Bacteroides ovatus 3_8_47FAA / /   
Bacteroides ovatus ATCC 8483 Bacteroides ovatus ATCC 8483 / /   
Bacteroides ovatus CL02T12C04 Bacteroides ovatus CL02T12C04 / /   
Bacteroides ovatus KLE1656 Bacteroides ovatus KLE1656 / /   
Bacteroides thetaiotaomicron 7330 Bacteroides thetaiotaomicron 7330 / /   
Bacteroides thetaiotaomicron dnLKV9 
Bacteroides thetaiotaomicron 
dnLKV9 / / 
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5482 / / 
  
Bacteroides vulgatus ATCC 8482 Bacteroides vulgatus ATCC 8482 / /   
Bacteroides vulgatus CL09T03C04 Bacteroides vulgatus CL09T03C04 / /   
Bacteroides vulgatus dnLKV7 Bacteroides vulgatus dnLKV7 / /   
Bacteroides vulgatus mpk Bacteroides vulgatus mpk / /   
Faecalibacterium cf. prausnitzii 
KLE1255 
Faecalibacterium sp. KLE1255 
/ / 
  
Faecalibacterium prausnitzii A2-165 Faecalibacterium sp. A2-165 / /   
Faecalibacterium prausnitzii L2/6 Faecalibacterium sp. L2/6 / /   
Faecalibacterium prausnitzii SL3/3 Faecalibacterium prausnitzii SL3/3 / /   
Faecalibacterium prausnitzii M21/2 Faecalibacterium prausnitzii M21/2 / /   
Veillonella parvula SHI-1 Veillonella parvula SHI-1 / /   
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Analiza NMDS - nemetrično večrazsežnostno lestvičenje 
Točke, ki označujejo seve s podobnim profilom CAZy, so na grafu NMDS umeščene skupaj. Svoj skupek predstavljajo vrste iz rodu 
Bacteroides (sredina levo). Zgoraj levo so skupaj vrste iz rodu Ruminococcus, sevi R. thermocellum in vrsta F. succinogenes. Dialister 
succinatiphilus YIT 11850. Sevi vrste Veillonella parvula so na NMDS skupaj, zgoraj desno. Ostale skupine nimajo jasne meje. 
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Fotografije posnete tekom laboratorijskega dela 
 
 
a.   b.  c.  
PRILOGA I1: Kontrola morebitne kontaminacije s fakultativno anaerobnimi bakterijami 
na plošči hranilnega agarja pod aerobnimi pogoji. a. Eubacterium siraeum 70/3. 
Nacepljena gojišča (od desne proti levi): GL-glukomanan, gojišče brez dodanega testnega 
substrata (M2-), škrob (OD654<0,1), škrob (OD654>0,6). Čas inkubacije: 48h, temperatura: 
37˚C. Do okužbe ni prišlo. b. R. faecis M72 in E. siraeum 70/3. Čas inkubacije: 48h, 
temperatura: 37˚C. Do okužbe ni prišlo. c. Ruminococcus bicirculans 80/3, Anaerostipes 
caccae L1-92 in Bifidobacterium adolescentis L2-32. Čas inkubacije: 48h, temperatura: 




PRILOGA I2:  Eubacterium siraeum 70/3 v gojišču M2CSG pod svetlobnim 
mikroskopom. 100-kratna povečava. 
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a.    b.                                   
PRILOGA I3: Lističi pH nacepljenega gojišča Eubacterium siraeum 70/3. a. glukomanan, 
škrob. Od zgoraj navzdol: glukomanan (OD654>0,6, pH=6,5), škrob (OD654>0,6, pH=6,5), 
škrob (OD654<0,3, pH=7,5), škrob (OD654<0,1, pH=7,5). b. gojišče brez dodanega testnega 
substrata (M2-), inulin. Od zgoraj navzdol: dve paralelki M2- in inulina, ki med seboj 




PRILOGA I4: Roseburia faecis M72 v tekočem gojišču M2GSC pod svetlobnim 




PRILOGA I5: Ruminococcus bicirculans 80/3 v tekočem gojišču YCFAGSC pod 
svetlobnim mikroskopom. 100-kratna povečava. 
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a.    b.                            bbb  
PRILOGA I6: Anaerostipes caccae L1-92 pod svetlobnim mikroskopom v tekočem 




   
PRILOGA I7: Bifidobacterium adolescentis L2-32 v tekočem gojišču M2GSC pod 
svetlobnim mikroskopom. 100-kratna povečava 
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PRILOGA J 
Rast Eubacterium siraeum 70/3 na testnih substratih 
Prikazana je razlika med povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk, izmerjena pri 
kulturah v testnih substratih, in povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk gojišča M2 
brez dodanih substratov. Pri agarozi smo rast ocenili vizualno, saj gojišče ni tekoče (ni 
rasti/šibka/opazna/močna), Zne - vrednosti OD654>0,6, (eksponentna rast na substratu). 
Substrat/dan 0 1 2 3 6 7 8 9 10 13 
Pektin -0,002 -0,004 0,009 0,110 0,028 0,027 0,020 0,023 0,038 0,034 
Inulin 0,010 -0,010 -0,006 0,030 -0,046 -0,032 -0,030 -0,026 -0,014 0,006 
Filter papir -0,030 -0,060 -0,031 0,016 0,097 0,105 0,097 0,114 0,137 0,123 
Alginat 0,033 0,008 0,006 0,082 0,078 0,060 0,040 0,051 0,057 0,047 
Škrob 0,007 -0,004 -0,002 0,211 0,352 0,362 0,331 0,352 0,033 0,346 
B-glukan 0,004 0,840 1,190 1,001 0,703 0,778 0,813 0,833 0,854 0,793 
CMC 0,006 0,019 0,044 0,101 0,089 0,078 0,082 0,076 0,090 0,080 
Glukomanan 0,022 1,153 1,060 0,770 0,653 0,660 0,670 0,683 0,697 0,643 
Galaktomana
n 
-0,001 1,308 1,283 1,117 0,791 0,813 0,846 0,854 0,872 0,805 
Ksilan -0,010 -0,034 -0,020 -0,014 -0,067 -0,069 -0,088 -0,072 -0,070 -0,093 
Agaroza 
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Rast seva Roseburia faecis M72 na testnih substratih 
Prikazana je razlika med povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk, izmerjena pri 
kulturah v testnih substratih, in povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk gojišča brez 
dodanega testnega substrata (M2-). Pri agarozi smo rast ocenili vizualno (ni 
rasti/šibka/opazna/močna). Zne - vrednosti OD654>0,6, (eksponentna rast na substratu), S t 
-  vrednosti 0,3<OD654>0,6 (rast na substratu šibkejša). 
Substrat/dan 0 1 2 3 6 7 8 9 10 13 
Pektin 0,005 0,160 0,150 0,155 0,110 0,145 0,103 0,117 0,120 0,114 
Inulin 0,019 0,011 0,760 0,793 1,105 1,105 1,105 1,007 0,994 1,041 
Filter papir -0,015 -0,055 -0,025 -0,014 -0,032 -0,020 -0,041 -0,030 -0,033 -0,017 
Alginat 0,000 -0,024 0,007 0,010 0,005 0,015 0,006 0,009 0,007 0,020 
Škrob 0,029 1,406 1,208 1,184 1,166 1,170 1,154 1,140 1,137 1,132 
B-glukan 0,005 1,434 1,263 1,268 1,247 1,264 1,245 1,258 1,259 1,257 
CMC 0,000 -0,002 0,019 0,015 0,013 0,025 0,007 0,022 0,021 0,039 
Glukomanan 0,007 1,253 1,039 0,940 0,997 1,022 1,009 1,039 1,099 1,107 
Galaktomanan -0,015 1,351 1,186 1,130 1,111 1,126 1,102 1,123 1,127 1,165 
Ksilan -0,003 0,376 0,416 0,347 0,289 0,303 0,303 0,305 0,318 0,311 
Agaroza 
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Rast Ruminococcus bicirculans 80/3 na testnih substratih 
Prikazana je razlika med povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk, izmerjena pri 
kulturah v testnih substratih, in povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk gojišča brez 
dodanega testnega substrata (YCFA-). Pri agarozi smo rast ocenili vizualno (ni 
rasti/šibka/opazna/močna). Zne - vrednosti OD654>0,6, (eksponentna rast na substratu).  
Substrat/dan 0 1 2 3 6 7 8 9 10 13 
Ksilan -0,040 -0,042 -0,023 -0,018 -0,087 -0,087 -0,095 -0,108 -0,119 -0,136 
Pektin -0,012 -0,014 -0,017 -0,016 -0,072 -0,085 -0,084 -0,089 -0,099 -0,107 
CMC 0,014 0,021 -0,002 0,019 -0,057 -0,062 -0,058 -0,064 -0,075 -0,071 
Filter papir 0,007 0,011 -0,002 0,006 -0,062 -0,074 -0,077 -0,064 -0,075 -0,077 
B-glukan 0,007 1,195 1,287 1,370 1,321 1,302 1,303 1,314 1,304 1,276 
Škrob 0,003 0,012 0,003 0,007 -0,060 -0,069 -0,054 -0,061 -0,077 -0,068 
Glukomanan -0,103 1,073 1,023 1,095 1,024 1,003 0,979 0,995 0,956 0,958 
Galaktomanan -0,029 1,078 0,969 0,984 1,011 1,013 1,012 1,037 1,032 1,008 
Inulin -0,026 -0,028 -0,035 -0,031 -0,101 -0,108 -0,103 -0,086 -0,074 -0,043 
Alginat 0,005 -0,001 -0,001 0,003 -0,079 -0,096 -0,074 -0,074 -0,083 -0,075 
Agaroza 
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Rast Anaerostipes caccae L1-92 na testnih substratih 
Prikazana je razlika med povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk, izmerjena pri 
kulturah v testnih substratih, in povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk gojišča brez 
dodanega testnega substrata (YCFA-). Pri agarozi smo rast ocenili vizualno (ni 
rasti/šibka/opazna/močna). Sev ni rastel na nobenem substratu (ΔOD654<0,1). 
Substrat/dan 0 1 4 5 6 7 8 11 12 13 
Pektin -0,035 -0,029 -0,099 -0,106 -0,112 -0,104 -0,074 -0,014 -0,005 
-
0,016 
Ksilan -0,021 -0,007 -0,010 -0,019 -0,022 -0,029 0,010 0,003 -0,006 
-
0,015 
CMC 0,016 0,010 0,012 0,005 0,039 0,063 0,075 0,070 0,084 0,095 
Filter papir -0,017 -0,005 -0,026 -0,017 -0,007 0,008 0,036 0,000 0,018 0,035 
B-glukan 0,002 0,026 0,008 0,001 0,004 0,006 0,032 0,034 0,025 0,017 
Škrob -0,011 0,035 0,015 0,011 0,010 0,014 0,041 0,039 0,042 0,068 
Substrat/dan 0 1 2 3 6 7 8 9 10 13 
Glukomanan -0,124 -0,110 -0,164 -0,169 -0,177 -0,168 -0,160 -0,143 -0,151 
-
0,156 
Galaktomanan -0,046 -0,043 -0,059 -0,026 -0,089 -0,062 -0,037 -0,027 -0,025 
-
0,038 
Inulin -0,021 0,010 -0,012 -0,001 -0,032 -0,024 0,000 0,012 0,005 0,005 
Alginat -0,010 -0,012 -0,026 0,008 0,012 0,025 0,044 0,058 0,038 0,023 
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Rast Bifidobacterium adolescentis L2-32 na testnih substratih 
Prikazana je razlika med povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk, izmerjena pri 
kulturah v testnih substratih, in povprečnimi vrednostmi OD654 treh paralelk gojišča brez 
dodanega testnega substrata (YCFA-). Pri agarozi smo rast ocenili vizualno (ni 
rasti/šibka/opazna/močna). Zne - vrednosti OD654>0,6, (eksponentna rast na substratu), S t 
-  vrednosti 0,3<OD654>0,6 (rast na substratu šibkejša). 
Substrat/dan 0 1 2 3 6 7 8 9 10 13 
Ksilan -0,040 -0,048 -0,016 -0,029 0,001 -0,016 -0,012 -0,025 -0,034 -0,045 
Pektin -0,027 -0,016 -0,011 -0,015 0,005 -0,006 -0,007 -0,014 -0,013 -0,020 
CMC -0,005 0,037 0,000 0,032 0,070 0,088 0,105 0,098 0,094 0,085 
Filter papir 0,015 0,040 0,033 0,026 0,037 0,042 0,027 0,033 0,037 0,023 
B-glukan -0,002 0,026 0,032 0,035 0,038 0,045 0,039 0,027 0,041 0,033 
Škrob -0,001 1,050 1,177 1,326 1,402 1,407 1,403 1,413 1,413 1,416 
Glukomanan -0,113 -0,106 -0,126 -0,144 -0,110 -0,085 -0,072 -0,065 -0,071 -0,079 
Galaktomanan -0,026 -0,037 -0,036 -0,039 -0,025 -0,017 -0,022 -0,026 -0,034 -0,028 
Inulin -0,022 0,084 0,314 0,461 0,583 0,572 0,588 0,572 0,582 0,546 
Alginat 0,016 0,017 0,012 0,009 0,033 0,014 0,028 0,017 0,017 0,019 
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Vpliv vrste tekočega gojišča in vrednosti pH na dinamiko rasti sevov 
 
V dveh ponovitvah smo seve nacepili na tekoča gojišča M2GSC in YCFAGSC z 
umerjenim pH=7,5-7,6 (YCFAGSC+pH) in YCFAGSC brez umeritve pH (YCFAGSC-
pH). Poskus bi bilo za bolj reprezentativne rezultate potrebno ponoviti in izvesti v več 
ponovitvah. Zne - vrednosti OD654>0,6, (eksponentna rast na substratu). 
 
 
Sev Gojišče/dan 0 1 2 3 4 7 8 9 10 
Eubacterium 
siraeum 70/3 
M2GSC -0,001 0,168 0,650 0,571 0,505 1,231 1,152 1,160 1,171 
YCFAGSC +pH -0,024 
-
0,116 0,385 0,274 0,191 0,160 0,166 0,165 0,156 








0,016 1,349 1,382 1,416 1,423 
Roseburia 
faecis M72 
M2GSC 0,012 0,860 1,303 1,156 1,251 1,176 1,184 1,177 1,172 
YCFAGSC +pH -0,021 
-
0,107 1,089 1,206 1,009 0,966 0,972 0,962 
-
0,021 




M2GSC 0,036 1,090 1,232 1,222 1,223 1,291 1,207 1,201 1,200 
YCFAGSC +pH -0,021 -0,06 1,007 0,992 1,050 1,088 1,095 1,101 1,103 
YCFAGSC -pH 0,030 0,061 1,146 1,245 1,230 1,243 1,242 1,243 1,254 
Anaerostipes 
caccae L1-92 
M2GSC 0,019 1,009 0,830 0,667 0,653 0,586 0,599 0,601 0,600 
YCFAGSC +pH 0,027 0,861 0,571 0,513 0,559 0,650 0,617 0,632 0,611 




M2GSC 0,030 1,060 1,307 1,392 1,404 1,466 1,402 1,404 1,400 
YCFAGSC +pH 0,035 0,972 1,119 1,090 1,350 1,460 1,457 1,507 1,459 
YCFAGSC -pH 0,029 1,036 1,283 1,398 1,427 1,506 1,471 1,455 1,501 
 
Podatki o rasti sevov na različnih gojiščih in pri različnih pH so v preglednici. S sivo barvo 
so označene vrednosti, in sicer od dneva, ko je sev zrastel do OD654>0,6, kar pomeni, da je 
bila rast eksponentna. Ugotovili smo, da E. siraeum 70/3 najbolje raste na gojišču M2GSC. 
Sev je zrastel tudi na gojišču YCFAGSC-pH, a štiri dni počasneje. Na gojišču 
YCFAGSC+pH sev ni zrastel. Sev R. faecis M72 je ravno tako najhitreje zrastel na gojišču 
M2GSC, dan počasneje na YCFAGSC+pH in dva dni počasneje na YCFAGSC-pH. R. 
bicirculans 80/3 je najhitreje zrastel na M2GSC, z enodnevnim zamikom pa tudi na ostalih 
dveh gojiščih. Sev A. caccae L1-92 je najbolje zrastel na gojišču M2GSC (OD654=1,009). 
Enako hitro tudi na YCFAGSC+pH, a do nekoliko manjše gostote (OD654=0,861). Na 
gojišču YCFAGSC-pH je sev rastel slabše in počasneje. Sev B. adolescentis L2-32 je v 
enem dnevu dobro zrastel na M2GSC in YCFAGSC-pH. Z enodnevnim zamikom je 
zrastel na YCFAGSC+pH. 
